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DESCRIPCION
Profarmacos de oxabicicloheptano

La presente solicitud reivindica la prioridad respecto de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos n.° 62/162.501,
presentada el 15 de mayo de 2015.

Antecedentes de la invencion

Los retinoides, metabolitos de la vitamina A, se han examinado terapéuticamente contra una variedad de tumores,
incluyendo gliomas (Yung et al. 1996). El correpresor del receptor nuclear (N-CoR) esta estrechamente asociado con
el receptor retinoide y se libera al unirse el ligando al receptor (Bastien et al. 2004). Al prevenirse la accion de la
proteina fosfatasa-1 y la proteina fosfatasa-2A (PP2A), las antifosfatasas aumentan la forma fosforilada de N-CoR y
potencian su posterior translocacion citoplasmatica (Hermanson et al. 2002).

El inhibidor de fosfatasa, la cantaridina, tiene actividad antitumoral contra los canceres humanos del higado
(hepatomas) y del tracto gastrointestinal superior, pero es tdxico para el tracto urinario (Wang, 1989). La cantaridina
actia como un inhibidor de la proteina fosfatasa, lo que provocé un interés mas general en los compuestos con este
tipo de estructura quimica (Li y Casida 1992). Anteriormente, se habia descubierto que el congénere mas simple y su
producto de hidrdlisis (disponible en el mercado como el herbicida Endothal) son hepatotoxicos (Graziani y Casida,
1997). Los estudios de unidon han demostrado que la accion de ciertos homodlogos de cantaridina es directa en la
proteina fosfatasa-2A e indirecta en la proteina fosfatasa-1 (Honkanen et al., 1993; Li et al., 1993).

De los congéneres conocidos de este tipo de compuesto, solo el precursor, la cantaridina, y su derivado de
bis(normetilo), la norcantaridina, han visto algun uso como sustancias farmacoldgicas contra el cancer, y solo se usa
la norcantaridina como agente antineoplasico (Tsauer et al. 1997).

A pesar de estos éxitos, pocos han sido los compuestos de este tipo que se han seleccionado para detectar actividad
antitumoral o citotdxica. En la actualidad, existe una gran necesidad de desarrollar inhibidores de las proteinas
fosfatasas que sean mas activos, menos téxicos y mas especificos en accion que las sustancias conocidas
mencionadas anteriormente. En particular, existe la necesidad de enfermedades tales como los gliomas malignos de
alto grado de nifios y adultos.

El glioma pontino intrinseco difuso (DIPG, Diffuse Intrinsic Pontine Glioma) es un cancer del tronco encefalico no
operable en nifios para el que ningun tratamiento, aparte de la radiacion, ha ofrecido una prolongacion de la vida, con
una supervivencia con el mejor cuidado de aproximadamente 12 meses. Los multiples ensayos de quimioterapia
adyuvante no han mejorado significativamente los resultados (Warren et al. 2011; Hawkins et al. 2011). Hay
aproximadamente 300 casos nuevos diagnosticados anualmente en Estados Unidos. El glioblastoma multiforme
(GBM) es un cancer cerebral agresivo que ocurre en aproximadamente 20000 adultos al afio en EE. UU. para el que
el tratamiento convencional (cirugia primaria, seguida de 6 semanas de radiacion mas temozolomida, seguida de
temozolomida oral diaria) solo ha aumentado la esperanza media de vida de menos de un afio a aproximadamente
18 meses a pesar de 50 afos de pruebas de terapias experimentales (Stupp et al. 2009). Hay una necesidad urgente
de nuevos tratamientos para estos gliomas.

Muchos agentes quimioterapéuticos usados para tratar el cancer presentan toxicidad grave, produciendo efectos
secundarios no deseados para los pacientes y reduciendo la eficacia al limitar las dosis que pueden administrarse de
manera segura. Los profarmacos, que se convierten en el farmaco activo in vivo, pueden ofrecer muchas ventajas
frente a los farmacos precursores, tal como una mayor solubilidad, una estabilidad potenciada, una biodisponibilidad
mejorada, efectos secundarios reducidos, mejor selectividad y mejor entrada del farmaco a ciertos tejidos. La
activacion de profarmacos puede implicar a muchas enzimas a través de una variedad de mecanismos, incluyendo la
activacion hidrolitica (Yang, Y. ef al. 2011). Las enzimas que participan en la activacion hidrolitica de los profarmacos
incluyen carboxilesterasas y amidasas.

Endothal es el nombre comun del acido 7-oxabiciclo[2.2.1]heptano-2,3-dicarboxilico. Es un inhibidor de PP2A, una
enzima presente tanto en plantas como en animales que participa en la desfosforilacion de las proteinas. El Endothal
es estructuralmente similar a la cantaridina, un compuesto quimico secretado por muchas especies de meloidos. El
Endothal se conoce como un herbicida de contacto activo defoliante y potente que se usa en muchas situaciones
agricolas. Se considera eficaz como desecante previo a la cosecha y como herbicida selectivo previo a la emergencia.
El Endothal ha sido probado contra un numero limitado de estirpes celulares de cancer humano (Thiery J. P. et al.
1999).

Sumario de la invenciéon

Se desvela un compuesto que tiene la estructura:
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en donde
X es X es OR1, NR2R3, OH, O-alquilo, O-alquenilo, O-alquinilo, O-arilo, O-alquilarilo, O-heteroarilo,
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en donde R1 es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo, heteroarilo, alquilarilo, (alquil C1-C4)-O(CO)R4, (alquil
C1-C4)-O(CO)ORy4, O(alquil C4-C4)-OP(O)(OR4)2, (alquil C1-C4) -OP(O)(O(alquil C4-C4)-O(CO)ORu4)2, (alquil C1-Ca)-
OP(O)(O(alquil C1-C4)-O(CO)R4)2, (alquil C1-C4)NR4Rs, (alquil C1-C4)NC(O)R4, (alquil C1-C4)C(O)ORs, (alquil Cq-
C4)OC(O)aril(alquil C1-C4)P(O)(ORs)2, (alquil C4-C4)OC(O)(alquenil C2-C4)CO2R4, (alquil C1-C4)OC(O)(alquil Cq-
C4)NH2, (anuiI C1-C4)C(O)NR4R5,

Rg R,

R2 y Rs son cada uno independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo, heteroarilo, (alquil C+-
C4)-O(CO)R4, (alquil C1-C4)-O(CO)OR4, O(alquil C4-Cs)-OP(O)(OR4)2, (alquil C4-Cs)-OP(O)(O(alquil C4-Ca)-
O(CO)ORy)2, (alquil C1-C4)-OP(O)(O(alquil C1-C4)-O(CO)R4)2, (alquil C1-C4)NR4Rs, (alquil C1-C4)NC(O)R4, (alquil
C1-C4)C(O)ORy, (alquil C4-C4)OC(O)aril(alquil C1-C4)P(O)(OR4)2, (alquil C4-C4)OC(O)(alquenil C2-C4)CO2Ry4, (alquil
C1-C4)OC(O)(anuiI C1-C4)NH2, (anuiI C1-C4)C(O)NR4R5,

Ry Ry

R17 es H, alquilo, hidroxialquilo, alquenilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo, heteroarilo, alquilheteroarilo, C(O)O-
f-Bu o -CH,CN;

R1g es H o alquilo;

R1g es (alquil C1-C4)-O(CO)Ry, (alquil C1-C4)-O(CO)ORYy, (alquil C4-C4)-OP(O)(ORu4)2, (alquil C1-C4)-OP(O)(O(alquil
C1-C4)-O(CO)ORy4)2, (alquil C1-C4)-OP(O)(O(alquil C1-C4)-O(CO)Rs)2,(alquil C1-C4)NR4Rs, (alquil C1-C4)NC(O)Ra4,
(alquil C1-C4)C(O)ORy4, (alquil C4-C4)OC(O)aril(alquil C1-C4)P(O)(OR4)2, (alquil C1-C4)OC(O)(alquenil C2-C4)CO2R4,
(alquil C1-C4)OC(O)(alquil C1-C4)NH>, (alquil C1-C4)C(O)NR4Rs,

Rg R

en donde cada aparicion de R4 es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo; en
donde cada aparicion de Rs es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo; en donde
cada aparicion de Rs y Ry es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo; en donde
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cada aparicion de Rg es, independientemente, H, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo; y

Y es ORQ (0] NR10R11,

en donde

Ry es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo, heteroarilo, alquilarilo, (alquil C4-C4)-O(CO)R12,(alquil C1-Ca)-
O(CO)OR12, (alquil C4-C4)-OP(O)(OR12)2, (alquil C4-C4)-OP(O)(O(alquil C1-C4)-O(CO)OR12), (alquil C4-Ca)-
OP(O)(O(anuiI C1-C4)-O(CO)R12)2, (alquil C1-C4)NR12R13,(anuiI C1-C4)NC(O)R12, (alquil C1-C4)C(O)OR12, (alquil
C1-C4)OC(O)aril(alquil C4-C4)P(O)(OR12)2, (alquil C1-C4)OC(O)(alquenilo C2-C4)CO2R12, (alquil C1-C4)OC(O)(alquil
C1-C4)NH2, (anuiI C1-C4)C(O)NR12R13,

Ri4 F|Q15

o,

O

RioesH;y

R11 es (alquil C1-C4)-O(CO)R12, (alquil C1-C4)-O(CO)OR12, (alquil C1-C4)-OP(O)(OR12)2, (alquil C1-C4)-
OP(O)(O(anuiI C1-C4)-O(CO)OR12)2, (alquil C1-C4) -OP(O)(O(anuiI C1-C4) -O(CO)R12)2, (alquil C1-C4)NR12R13,
(alquil C1-C4)NC(O)R12, (alquil C1-C4) C(O)OR12, (anuiI C1-C4)OC(O)ariI(anuiI C1-C4) P(O)(OR12)2, (alquil C1-C4)
OC(O)(anueniI Cz-C4) C02R12, (anuiI C1-C4) OC(O)(anuiI C1-C4) NHz, (anuiI C1-C4)C(O)NR12R13,

O S

en donde cada aparicién de Rz es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo;

en donde cada aparicién de R13 es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo;

en donde cada aparicion de R14y Ris es, independientemente, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo;
en donde cada aparicion de Ris es, independientemente, H, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o
heteroarilo,

en donde cuando Y es ORg, donde Rg es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo, heteroarilo, alquilarilo,
entonces

— . Ris
SN 4

—N N—R

E 17 o \_/ \R1g
Xes y

/N
E_N N_R17

cuando X es _/ donde Ri7 es CHjs, entonces X es distinto de -O(alquil C4)-OP(O)(OEt); o -

NH(alquil C4) -OP(O)(OEt),,

o una sal o éster del compuesto.

También se desvela un compuesto que tiene la estructura:

0 Rag 0
o (o)
oYo

0 Ros o)

en donde Ry ¥y R21 son cada uno independientemente H, alquilo, hidroxialquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo o
heteroarilo, o una sal o un éster del compuesto.
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También se desvela un compuesto que tiene la estructura:

o]

X
Y Y
]

en donde

X' es OH, O(alquilo) o NR22R23;

R22 es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo o heteroarilo;

Rz23 es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo o heteroarilo, 0 Rz y Rz3 se combinan para formar una N-
metilpiperazina;

Y’ es un agente anticancerigeno A que contiene al menos un atomo de nitrégeno de amina, y el atomo de nitrégeno
del agente anticancerigeno se une covalentemente de manera directa al atomo de carbono y, o

Y’ es un agente anticancerigeno A que contiene al menos un atomo de oxigeno de hidroxilo, y el atomo de oxigeno
del agente anticancerigeno se une covalentemente de manera directa al atomo de carbono y, o

«EL/OY%\ .
Y'es Res ,

en donde A es un agente anticancerigeno que contiene al menos un acido carboxilico y el atomo de carbono de
carbonilo del acido carboxilico del agente anticancerigeno se une covalentemente de manera directa al atomo de
oxigeno @, y Ro4 es H o alquilo,

o una sal o éster del compuesto.

De acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 y 3, la presente invencién se dirige a un compuesto que tiene la estructura
representada en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 3 o una sal del compuesto.

De acuerdo con la reivindicacion 4, la presente invencion se dirige a una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 3 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la reivindicacion 5, la presente invencion se dirige a una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 3 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y un agente anticancerigeno, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la reivindicacién 3, la presente invencion también se dirige a un compuesto como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 3 para uso como un profarmaco de Endothal.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1A: Curvas de concentracion frente al tiempo de 153 en plasma tras la administracion IV o VO, y en higado y
cerebro tras la administracion IV de 153 a ratas SD.

Fig. 1B: Curvas de concentracion frente al tiempo de Endothal en plasma tras la administracion IV o VO, y en higado
tras la administracion IV de 153 a ratas SD.

Fig. 1C: Curvas de concentracion frente al tiempo de 157 en plasma tras la administracion IV o VO, y en higado y
cerebro tras la administracion IV de 157 a ratas SD.

Fig. 1D: Curvas de concentracion frente al tiempo de Endothal en plasma tras la administracion IV o VO, y en higado
tras la administracion IV de 157 a ratas SD.

Fig. 2A: Perfiles de concentracion media en plasma y en higado frente al tiempo de 105 tras la dosis IV de 1 mg/kg en
ratas SD (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 2B: Perfil de concentracién media en plasma y en higado frente al tiempo de Endothal tras la dosis IV de 105 a

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795950 T3

1 mg/kg en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 2C: Perfil de concentracion media en plasma y en higado frente al tiempo de 105 y Endothal tras una dosis IV de
105 a 1 mg/kg en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 3A: Perfil de concentracién media en plasma, cerebro e higado frente al tiempo de 113 tras la dosis IV 0 VO de
1,4 mg/kg en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 3B: Perfil de concentracién media en plasma y en higado frente al tiempo de Endothal tras la dosis IV de 113 a
1,4 mg/kg en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 3C: Perfil de concentracion media en plasma y en higado frente al tiempo de 100 tras la dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg
en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo).

Fig. 3D: Perfil medio de concentracion en plasma, cerebro e higado de 113, 100 y Endothal tras una dosis IV o PO de
113 a 1,4 mg/kg en ratas SD macho (N = 2/punto de tiempo)

Fig. 4A: Curvas de concentracion frente al tiempo de 100 en plasma tras la administracion IV de 100 a ratas SD.
Fig. 4B: Curvas de concentracion frente al tiempo de 100 en cerebro tras la administracion IV de 100 a ratas SD.
Fig. 4C: Curvas de concentracion frente al tiempo de 100 en higado tras la administracion IV de 100 a ratas SD.
Fig. 4D: Curvas de concentracion frente al tiempo de Endothal en plasma tras la administracion 1V de 100 a ratas SD.
Fig. 4E: Curvas de concentracion frente al tiempo de Endothal en higado tras la administracion IV de 100 a ratas SD.

Fig. 5: Sumario de resultados del estudio de estabilidad de S9 hepatica para LB151, LB100 POM y carbonato de LB-
100.

Fig. 6A: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de mono.

Fig. 6B: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de ser humano.
Fig. 6C: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de rata.

Fig. 6D: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de mono.

Fig. 6E: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de ser humano.
Fig. 6F: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de S9 hepatica de rata.

Fig. 6G: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de S9 hepatica de mono.

Fig. 6H: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de S9 hepatica de ser humano.
Fig. 6l: Grafico que muestra la formacioén de LB100 en el estudio de S9 hepatica de rata.

Fig. 6J: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de S9 hepatica de mono.

Fig. 6K: Grafico que muestra la formacién de LB100 en el estudio de S9 hepatica de ser humano.
Fig. 6L: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de S9 hepatica de rata.

Fig. 7: Sumario de resultados de estudios de semivida en sangre entera para LB151, LB100 POM y carbonato de LB-
100.

Fig. 8A: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de sangre entera de perro.

Fig. 8B: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de sangre entera de ser humano.
Fig. 8C: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de sangre entera de mono.

Fig. 8D: Grafico que muestra la formacion de Endothal en el estudio de sangre entera de rata.

Fig. 8E: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de sangre entera de perro.
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Fig. 8F: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de sangre entera de ser humano.

Fig. 8G: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de sangre entera de mono.

Fig. 8H: Grafico que muestra la formacion de LB100 en el estudio de sangre entera de rata.

Fig. 9: Sumario de resultados de estudios de permeabilidad de MDCK-MDR1 para LB151, LB100 POM y carbonato

de LB-100.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona un compuesto que tiene la estructura:

{3’

L I/ "Qu o
N0 ﬁ N~
N

(‘ 3 0._0
s g x/g O O
‘ME‘ ’

o] o sal del compuesto.

fmi}

?

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de

invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un agente anticancerigeno, y al menos

farmacéuticamente aceptable.

la presente

la presente

la presente
un vehiculo

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica en donde el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende

un liposoma.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica en donde el compuesto esta contenido en un liposoma o en
una microesfera, o el compuesto y el agente anticancerigeno estan contenidos en un liposoma o en una microesfera.
Los compuestos de la presente invencién también se pueden usar en un método para el suministro in vivo de Endothal
a una célula diana en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un compuesto de la presente invencion,
en donde uno o dos enlaces del compuesto estan sujetos a escision hidrolitica in vivo en el sujeto, para asi suministrar

Endothal a la célula diana en el sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, el compuesto tiene la estructura

O

By

o)

4

en donde uno o ambos de entre el enlace a y enlace B estan sujetos a la escision hidrolitica in vivo en el sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, el suministro de Endothal a la célula diana en el sujeto es eficaz para

tratar una enfermedad en el sujeto afectado de la enfermedad.
En algunas realizaciones del método anterior, la enfermedad es cancer.

7
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En algunas realizaciones del método anterior, el cancer es un cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon
de células grandes, adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmén microcitico, cancer de estémago, cancer de
higado, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica, leucemia
mielocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin o
linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones del método anterior, el cancer es un cancer cerebral.

En algunas realizaciones del método anterior, el cancer cerebral es un glioma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma
difuso de bajo grado, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, ependimoma, meningioma,
tumor de glandula pituitaria, linfoma primario del SNC, meduloblastoma, craneofaringioma o glioma pontino intrinseco
difuso.

En algunas realizaciones del método anterior, que comprende ademas administrar al sujeto un agente
anticancerigeno.

En algunas realizaciones del método anterior, el agente anticancerigeno se selecciona entre radiacion x o radiacion
ionizante.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula diana es una célula cancerosa.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula cancerosa es una célula de cancer de mama, cancer de colon,
cancer de pulmoén de células grandes, adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmon microcitico, cancer de estébmago,
cancer de higado, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica,
leucemia mielocitica croénica, leucemia linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no
Hodgkin o linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones del método anterior, en donde la célula cancerosa es una célula de cancer de cerebro.

En algunas realizaciones del método anterior, en donde la célula de cancer de cerebro es una célula de glioma,
astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso de bajo grado, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme,
oligodendroglioma, ependimoma, meningioma, tumor de glandula pituitaria, linfoma primario del SNC,
meduloblastoma, craneofaringioma o glioma pontino intrinseco difuso.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula diana esta en el cerebro del sujeto.
En algunas realizaciones del método anterior, el Endothal se suministra a una célula diana en el cerebro del sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, la escision hidrolitica del enlace a y/o B es facilitada por una
carboxilesterasa o una amidasa en el sujeto.

Los compuestos de la presente invenciéon también pueden usarse en un método para el suministro in vivo de Endothal
y un agente anticancerigeno a una célula cancerosa en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un
compuesto de la presente invencién para suministrar de ese modo el Endothal y el agente anticancerigeno a la célula
cancerosa en el sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, La administracion del Endothal y el agente anticancerigeno a la célula
cancerosa en el sujeto es eficaz para tratar un cancer en un sujeto afectado del cancer.

En algunas realizaciones del método anterior, el cancer es un cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon
de células grandes, adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmén microcitico, cancer de estémago, cancer de
higado, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica, leucemia
mielocitica cronica, leucemia linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin o
linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones del método anterior, el cancer es un cancer cerebral.

En algunas realizaciones del método anterior, el cancer cerebral es un glioma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma
difuso de bajo grado, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, ependimoma, meningioma,
tumor de glandula pituitaria, linfoma primario del SNC, meduloblastoma, craneofaringioma o glioma pontino intrinseco
difuso.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula cancerosa es una célula de cancer de mama, cancer de colon,

cancer de pulmoén de células grandes, adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmon microcitico, cancer de estébmago,
cancer de higado, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica,
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leucemia mielocitica croénica, leucemia linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no
Hodgkin o linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula cancerosa es una célula de cancer de cerebro.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula de cancer de cerebro es una célula de glioma, astrocitoma
pilocitico, astrocitoma difuso de bajo grado, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, oligodendroglioma,
ependimoma, meningioma, tumor de glandula pituitaria, linfoma primario del SNC, meduloblastoma, craneofaringioma
o glioma pontino intrinseco difuso.

En algunas realizaciones del método anterior, la célula diana esta en el cerebro del sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, el Endothal y el agente anticancerigeno se suministran a una célula
cancerosa en el cerebro del sujeto.

En algunas realizaciones del método anterior, el compuesto se administra conjuntamente con un agente
anticancerigeno.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse en un método de tratamiento de un sujeto afectado de cancer
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse en un método de potenciacion de la actividad anticancerigena
de un agente anticancerigeno en un sujeto afectado de un cancer, que comprende administrar al sujeto el compuesto
de la presente invencion en una cantidad eficaz para potenciar la actividad anticancerigena del agente
anticancerigeno.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse en un método de tratamiento de un sujeto afectado de cancer
que comprende administrar periodicamente al sujeto:

a) una cantidad del compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y
b) un agente anticancerigeno,

en donde las cantidades, cuando se toman juntas, son mas eficaces para tratar al sujeto que cuando cada agente se
administra solo en la misma cantidad.

La presente invencion proporciona el uso del compuesto de la presente invenciéon, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un agente anticancerigeno en la preparacion de una combinacion para tratar a un sujeto
afectado de cancer, en donde la cantidad del compuesto y la cantidad del agente anticancerigeno se administran de
forma simultanea o contemporanea.

La presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad del compuesto de la
presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento de un sujeto
afectado de cancer como una terapia adicional, o en combinacién con, o simultanea, contemporanea o
concomitantemente con un agente anticancerigeno.

En algunas realizaciones, el compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso como una terapia complementaria o en combinacidn con un agente anticancerigeno en el tratamiento de
un sujeto afectado de cancer.

En algunas realizaciones, el compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
y un agente anticancerigeno para el tratamiento de un sujeto afectado de cancer, en donde el compuesto y el agente
anticancerigeno se administran simultanea, separada o secuencialmente.

En algunas realizaciones, un producto que contiene una cantidad del compuesto de la presente invencion, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad de un agente anticancerigeno para su uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento de un sujeto que padece cancer.

En algunas realizaciones, el compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en el tratamiento del cancer. En algunas realizaciones, el compuesto de la presente invencién o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en combinacién con un agente anticancerigeno para su uso en el tratamiento
del cancer.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el cancer es cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén de células grandes, adenocarcinoma
de pulmoén, cancer de pulmén microcitico, cancer de estdmago, cancer de higado, adenocarcinoma de ovario,
carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica, leucemia mielocitica crénica, leucemia
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linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin o linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el cancer es cancer cerebral.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el cancer cerebral es un glioma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso de bajo grado, astrocitoma
anaplasico, glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, ependimoma, meningioma, tumor de glandula pituitaria,
linfoma primario del SNC, meduloblastoma, craneofaringioma o glioma pontino intrinseco difuso.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, El compuesto atraviesa la barrera hematoencefalica del sujeto.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, El compuesto y/o un metabolito del compuesto atraviesa la barrera hematoencefalica del sujeto.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden usarse en un método de inhibicién de la proliferaciéon o de induccion
de la apoptosis de una célula cancerosa en un sujeto humano, que comprende administrar al sujeto:

a) el compuesto de la presente invencion, o una sal del compuesto, en una cantidad eficaz para inhibir la proliferacion
o para inducir la apéptosis de la célula cancerosa; y

b) un agente anticancerigeno en una cantidad eficaz para inhibir la proliferacion o para inducir la apdptosis de la célula
cancerosa.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden usarse en un método de inhibicién de la proliferacién o inducciéon de
la apoptosis de una célula cancerosa en un sujeto humano que sobreexpresa la proteina tumoral controlada por la
traduccion (TCTP, Translationally Controlled Tumour Protein) que comprende administrar al sujeto

a) el compuesto de la presente invencion, o una sal del compuesto, en una cantidad eficaz para inhibir la proliferacion
o para inducir la apéptosis de la célula cancerosa; y

b) un agente anticancerigeno en una cantidad eficaz para inhibir la proliferacién o para inducir la apdptosis de la
célula cancerosa.

En algunas realizaciones de los métodos anteriores, la célula cancerosa no sobreexpresa N-CoR.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el agente anticancerigeno se selecciona entre radiacion x o radiacion ionizante.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el agente anticancerigeno se selecciona entre un agente que dafa el ADN, un agente de intercalacion
de ADN, un agente estabilizante de microtubulos, un agente desestabilizador de microtibulos, una toxina del huso,
abarelix, aldesleucina, alemtuzumab, alitertinoina, alopurinol, altretamina, amifostina, anakinra, anastrozol, triéxido de
arsénico, asparaginasa, azacitidina, bevacizumab, bexaroteno, bleomicina, bortezomib, busulfano, calusterona,
capecitabina, carboplatino, carmustina, celecoxib, cetuximab, clorambucilo, cisplatino, cladribina, clofarabina,
ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, actinomicina D, dalteparina sodio, darbepoetina alfa, dasatinib,
daunorrubicina, daunomicina, decitabina, denileucina, dexrazoxano, docetaxel, doxorrubicina, propionato de
dromostanolona, exulizumab, epirrubicina, epoetina alfa, erlotinib, estramustina, fosfato de etopésido, etopdsido, VP-
16, exemestano, fentanil citrato, filgrastim, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, fulvestrant, gefitinib, gemcitabina,
acetato de goserelina, acetato de histrelina, hidroxiurea, ibritumomab tiuxetan, idarrubicina, ifosfamida, mesilato de
imatinib, interferén alfa 2a, interferdn alfa 2b, irinotecan, lapatinib ditosilato, lenalidomida, letrozol, leucovorina, acetato
de leuprdlido, levamisol, lomustina, mecloretamina, acetato de megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna,
metotrexato, metoxsalen, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, fenpropionato de nandrolona, nelarabina,
nofetumomab, oprelvekina, oxaliplatino, paclitaxel, palifermina, pamidronato, panitumumab, pegademasa,
pegaspargasa, pedfilgrastim, peginterferon alfa 2b, pemetrexed disddico, pentostatina, pipobromano, plicamicina,
mitramicina, porfimero soédico, procarbazina, quinacrina, rasburicasa, rituximab, sargrmostim, sorafenib,
estreptozocina, sunitinib, maleato de sunitinib, talco, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, VM-26, testolactona,
talidomida, tioguanina, G-TG, tiotepa, topotecan, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tretinoina ATRA, mostaza de
uracilo, valrunicina, vinblastina, vincristina, vinorelbina, vorinostat, zoledronato, acido zolendrénico, abraxane y
brentuximab vedotina.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
o productos, el sujeto es un ser humano.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anteriores métodos, usos, composiciones farmacéuticas, compuestos
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o productos, el cancer es uno cualquiera de entre cancer corticosuprarrenal, cancer de vejiga, osteosarcoma, cancer
de cuello uterino, esofagico, de vesicula biliar, cancer de cabeza y cuello, linfoma, linfoma de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin, cancer renal, melanoma, cancer de pancreas, cancer rectal, cancer de tiroides, cancer de garganta, cancer
de cerebro, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de prostata, melanoma, cancer de pancreas, cancer de colon,
cancer de pulmoén de células grandes, adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmon microcitico, cancer de estébmago,
cancer de higado, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promielocitica,
leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario o carcinoma
hepatocelular.

En una realizacién, una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la presente invenciéon. En una
realizaciéon, una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la presente invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién del método, el compuesto de la presente invencion inhibe la actividad PP2A en el sujeto. En una
realizaciéon del método, el compuesto de la presente invencion inhibe la actividad PP2A en el cerebro del sujeto. En
una realizacion del método, el compuesto de la presente invencion atraviesa la barrera hematoencefalica del sujeto.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion son derivados de éster del compuesto 100 y sirven
como profarmacos del compuesto 100, en donde el compuesto 100 tiene la estructura:

{LB10OG) .

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion son derivados de éster de 100 y sirven como
profarmacos que pueden ser convertidos en 100 por las esterasas séricas y/o las esterasas cerebrales.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion son derivados del compuesto 100 y sirven como
profarmacos de Endothal.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion son derivados del compuesto 100 y sirven como
profarmacos que pueden ser convertidos en Endothal por esterasas séricas y/o esterasas cerebrales.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente invencion son derivados del compuesto 100 y sirven como
profarmacos que atraviesan la barrera hematoencefalica y liberan Endothal al cerebro.

La administracion de un profarmaco de Endotelial es mas eficaz para el suministro del Endothal a las células diana en
un sujeto que la administracion del propio Endothal.

El perfil metabdlico del Endothal es tal que la administraciéon de un profarmaco de Endothal es mas eficaz para
suministrar el Endothal a las células diana en un sujeto que la administracion del propio Endothal.

En algunas realizaciones, el método en donde el compuesto se convierte primero en el compuesto 100 in vivo, que, a
su vez, se convierte en Endothal in vivo.

Los compuestos desvelados en el presente documento actian como profarmacos de Endothal, alterando el
metabolismo mediante el enmascaramiento de uno o dos grupos acidos con una amida o una fraccion éster. El disefio
del profarmaco reducira la toxicidad y aumentara la exposicion sistémica del Endothal en el sujeto.

En algunas realizaciones del método de suministro, una composicion farmacéutica que comprende el compuesto y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal y como se usa en el presente documento, un "sintoma" asociado con una enfermedad incluye cualquier
manifestacion clinica o de laboratorio asociada con la enfermedad, y no se limita a lo que el sujeto puede sentir u
observar.

Tal y como se usa en el presente documento, "tratamiento de las enfermedades", "tratamiento de la lesiéon" o
"tratamiento”, por ejemplo, de una enfermedad abarca inducir la inhibicion, regresién o estancamiento de la
enfermedad o lesion, o un sintoma o una afeccion asociado con la enfermedad o lesion.

Tal y como se usa en el presente documento, la "inhibicion" de la enfermedad abarca prevenir o reducir la progresion
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de la enfermedad y/o la complicacion de la enfermedad en el sujeto.

Tal y como se usa en el presente documento, "sobreexpresar N-CoR" significa que el nivel del correpresor del receptor
nuclear (N-CoR) expresado en las células del tejido analizado es elevado en comparacion con los niveles de N-CoR
medidos en células sanas normales del mismo tipo de tejido en condiciones analogas. El correpresor del receptor
nuclear (N-CoR) de la presente invencion puede ser cualquier molécula que se una al dominio de unién al ligando del
receptor de la hormona tiroidea unida al ADN (T3R) y del receptor de acido retinoico (RAR) (Patente de los Estados
Unidos n.° 6.949.624, Liu ef al.). Los ejemplos de tumores que sobreexpresan N-CoR pueden incluir glioblastoma
multiforme, cancer de mama (Myers et al. 2005), cancer colorrectal (Giannini y Cavallini 2005), carcinoma de pulmoén
microcitico (Waters et al., 2004) o cancer de ovario (Havrilesky et al., 2001).

Tal y como se usa en el presente documento, el término "fraccion de aminoacido" o "AA" se refiere a cualquier
aminoacido natural o no natural, incluyendo su forma de sal, derivado de éster, derivado de amina protegida y/o sus
formas isoméricas. Los aminoacidos comprenden, a modo de ejemplo no limitante: Agmatina, Alanina Beta-Alanina,
Arginina, Asparagina, Acido aspartico, Cisteina, Glutamina, Acido glutamico, Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucina,
Lisina, Metionina, Fenilalanina, Fenil beta-alanina, Prolina, Serina, Treonina, Triptéfano, Tirosina y Valina. Los
aminoacidos pueden ser aminoacidos L o D. El aminoacido puede unirse a través del acido para formar un enlazador
de éster o a través de la amina para formar un enlazador de amina secundaria.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresion "fraccion de aminoacido" se refiere a H, OH, alquilo, bencilo,
metilo, etilo, propilo, butilo, isopropilo, isobutilo,-(CH2)C(O)NH>, -(CH2)2C(O)NH;, -(CH2)C(O)OH, -(CH2).C(O)OH, -
(CH2)5C(O)OH, -CH(CH3)CH2CH3, propilo, bUt”O, -(CHzCHzCHz)NHz, -(CHz)SH, -(CHzCHz)SH, -(CHz)SCH3, -
(CH2CH2)SCH3, -(CH2CH2)OH, -(CH2)OH, -(CHz)-indol, -(CHj)-tiofeno, -(CHgz)-imidazol, -CH(OH)CHs;, -
CH(CHs3)C(SH)(CHa)2, -CHz(4-metoxifenilo) o -(CH2)sNHC(NH)NH..

Tal y como se usa en el presente documento, "alquilo" pretende incluir grupos de hidrocarburo alifaticos saturados
tanto de cadena ramificada como lineal que tienen el numero de atomos de carbono especificado. Por lo tanto, se
define que C4-C, como en "alquilo C+-Cy" incluye grupos que tienen 1, 2, n-1 o n atomos de carbono en una disposicion
lineal o ramificada, y especificamente incluye metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, isopropilo, isobuitilo,
sec-butilo, etcétera. Una realizacion puede ser alquilo C1-Cyo, alquilo C2-Cpo, alquilo C3-Cyo, alquilo Cs-Cyo, etcétera.
Una realizacion puede ser alquilo C+4-Cao, alquilo C2-Cso, alquilo C3-Caso, alquilo C4-Cao, etcétera. "Alcoxi" representa un
grupo alquilo como se ha descrito anteriormente unido a través de un puente de oxigeno.

El término "alquenilo” se refiere a un radical hidrocarbonado no aromatico, lineal o ramificado, que contiene al menos
1 enlace doble carbono a carbono, pudiendo estar presente hasta el maximo nimero posible de enlaces dobles
carbono-carbono no aromaticos. Por lo tanto, alquenilo C»-C,, se define para incluir grupos que tienen 1, 2...., n-1 orn
atomos de carbono. Por ejemplo, "alquenilo C,-Cg" significa un radical alquenilo que tiene 2, 3, 4, 5 o 6 atomos de
carbono, y al menos 1 doble enlace carbono-carbono, y hasta, por ejemplo, 3 dobles enlaces carbono-carbono en el
caso de un alquenilo Cg, respectivamente. Los grupos alquenilo incluyen etenilo, propenilo, butenilo y ciclohexenilo.
Como se ha descrito anteriormente con respecto al alquilo, la parte lineal, ramificada o ciclica del grupo alquenilo
puede contener dobles enlaces y puede estar sustituida si se indica un grupo alquenilo sustituido. Una realizacion
puede ser alquenilo C>-C12, alquenilo C3-C13, alquenilo C2-Cy, alquenilo C3-Cao, alquenilo C2-Csp 0 alquenilo C3-Caso.

El término "alquinilo" se refiere a un radical hidrocarbonado lineal o ramificado, que contiene al menos 1 triple enlace
carbono a carbono, pudiendo estar presentes hasta el maximo nimero posible de triples enlaces carbono-carbono no
aromaticos. Por lo tanto, alquinilo C-C,, se define para incluir grupos que tienen 1, 2...., n-1 or n atomos de carbono.
Por ejemplo, "alquinilo C,-Cg¢" significa un radical alquinilo que tiene 2 o 3 atomos de carbono y 1 triple enlace carbono-
carbono, o que tiene 4 o 5 atomos de carbono y hasta 2 triples enlaces carbono-carbono, o que tiene 6 atomos de
carbono y hasta 3 triples enlaces carbono-carbono. Los grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo y butinilo. Como se
ha descrito anteriormente con respecto al alquilo, la parte lineal o ramificada del grupo alquinilo puede contener triples
enlaces y puede estar sustituida si se indica un grupo alquinilo sustituido. Una realizacion puede ser un alquinilo Co-
Cr. Una realizacion puede ser alquinilo C2-C+2 0 alquinilo C3-C+2, alquinilo C2-Cao, alquinilo C3-Cyo, alquinilo C2-C3p 0
alquinilo C3-Cao.

Tal y como se usa en el presente documento, "arilo" pretende indicar cualquier anillo de carbono monociclico o biciclico
estable de hasta 10 atomos en cada anillo, en donde al menos un anillo es aromatico. Los ejemplos de dichos
elementos arilo incluyen fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, bifenilo, fenantrilo, antrilo o acenaftilo. En los casos
en los que el sustituyente arilo es biciclico y un anillo es no aromatico, se entiende que la union es a través del anillo
aromatico. Los arilos sustituidos incluidos en la presente invencion incluyen la sustitucion en cualquier posicion
adecuada con aminas, aminas sustituidas, alquilaminas, hidroxi y alquil-hidroxi, en donde la parte "alquilo" de las
alquilaminas y de los alquilhidroxi es un alquilo C,-C, como se ha definido anteriormente. Las aminas sustituidas
pueden estar sustituidas con grupos alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo como se ha definido anteriormente.

Los sustituyentes alquilo, alquenilo, alquinilo y arilo pueden estar sin sustituir o sin sustituir, salvo que se defina

especificamente de otra manera. Por ejemplo, un alquilo (C+4-Cs) puede estar sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre OH, oxo, haldgeno, alcoxi, dialquilamino o heterociclilo, tal como el morfolinilo, piperidinilo,
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etcétera.

Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo pueden estar sustituidos adicionalmente reemplazando uno o mas atomos de
hidrégeno por grupos que no son de hidrogeno descritos en el presente documento en la medida de lo posible. Estos
incluyen, pero sin limitacién, halo, hidroxi, mercapto, amino, carboxi, ciano y carbamoilo.

El término "sustituido", como se usa en el presente documento, significa que una estructura dada tiene un sustituyente
que puede ser un grupo alquilo, alquenilo o arilo como se ha definido anteriormente. Se considerara que el término
incluye multiples grados de sustitucion por un sustituto designado. Cuando se desvelan o reivindican multiples
fracciones sustituyentes, el compuesto sustituido puede sustituirse independientemente con una o mas de las
fracciones sustituyentes desveladas o reivindicadas, en singular o en plural. Por sustitucién independiente, se entiende
que los (dos o mas) sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

Los Ejemplos de grupos sustituyentes incluyen los grupos funcionales descritos anteriormente y halégenos (es decir,
F, CI, Bry I); grupos alquilo, tales como metilo, etilo, n-propilo, isoproprilo, n-butilo, terc-butilo y trifluorometilo; hidroxilo;
grupos alcoxi, tales como metoxi, etoxi, n-propoxi e isopropoxi; grupos ariloxi, tales como fenoxi; arilalquiloxi, tales
como benciloxi (fenilmetoxi) y p-trifluorometilbenciloxi (4-trifluorometilfenilmetoxi); grupos heteroariloxi; grupos
sulfonilo, tales como trifluorometanosulfonilo, metanosulfonilo y p-toluenosulfonilo; nitro, nitrosilo; mercapto; grupos
sulfanilo, tales como metilsulfanilo, etilsulfanilo y propilsulfanilo; ciano; grupos amino, tales como amino, metilamino,
dimetilamino, etilamino y dietilamino; y carboxilo. Cuando se desvelan o reivindican multiples fracciones sustituyentes,
el compuesto sustituido puede sustituirse independientemente con una o mas de las fracciones sustituyentes
desveladas o reivindicadas, en singular o en plural. Por sustitucion independiente, se entiende que los (dos o mas)
sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

Los sustituyentes pueden estar sustituidos o no sustituidos, salvo que se defina especificamente de otra manera.

Los grupos alquilo, heteroalquilo, monociclo, biciclo, arilo, heteroarilo y heterociclo se pueden sustituir ademas
reemplazando uno o mas atomos de hidrogeno por grupos alternativos que no sean hidrégeno. Estos incluyen, pero
sin limitacioén, halo, hidroxi, mercapto, amino, carboxi, ciano y carbamoilo.

Se entiende que los sustituyentes y los patrones de sustitucion pueden ser seleccionados por un experto en la materia,
para proporcionar compuestos que sean quimicamente estables y que puedan sintetizarse faciimente mediante
técnicas conocidas en la técnica, asi como los métodos expuestos a continuacion, a partir de materiales de partida
facilmente disponibles. Si un sustituyente a su vez esta sustituido con mas de un grupo, se entiende que estos multiples
grupos pueden estar en el mismo atomo de carbono o en diferentes atomos de carbonos, siempre que produzcan una
estructura estable.

Tal y como se usa en el presente documento, un "compuesto” es una molécula pequefia que no incluye proteinas,
péptidos ni aminoacidos.

Tal y como se usa en el presente documento, un compuesto "aislado" es un compuesto aislado de una mezcla de
reaccion en bruto o de una fuente natural después de un acto afirmativo de aislamiento. El acto de aislamiento implica
necesariamente separar el compuesto de los otros componentes de la mezcla o fuente natural, dejando algunas
impurezas, productos secundarios desconocidos y las cantidades residuales de los otros componentes. La purificacion
es un ejemplo de un acto afirmativo de aislamiento.

"Administrar al sujeto” o "administrar al paciente (humano)" significa dar, dispensar o aplicar medicamentos, farmacos
o remedios a un sujeto/paciente para aliviar, curar o reducir los sintomas asociados con una afeccion, por ejemplo,
una afeccion patologica. La administracion puede ser administracion periddica. Tal y como se usa en el presente
documento, "administracion periddica” significa administracion repetida/recurrente separada por un periodo de tiempo.
El periodo de tiempo entre administraciones es preferentemente uniforme de vez en cuando. La administracion
periodica puede incluir la administracion, por ejemplo, una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cuatro veces
al dia, semanalmente, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana y asi sucesivamente,
etc.

Tal y como se usa en el presente documento, "la administracion" de un agente puede realizarse usando cualquiera de
los distintos métodos o sistemas de suministro bien conocidos por los expertos en la materia. La administracion se
puede realizar, por ejemplo, por via oral, parenteral, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, transdérmica, sublingual,
intramuscular, rectal, transbucal, intranasal, liposomal, mediante inhalacion, por via vaginal, intraocular, mediante
suministro local, por via subcutanea, intraadiposa, intraarticular, intratecal, en un ventriculo cerebral, por via
intraventricular, intratumoral, en parénquima cerebral o por via intraparenquimal.

Tal y como se usa en el presente documento, "combinacion” significa un conjunto de reactivos para su uso en terapia,
ya sea por administracion simultanea o contemporanea. La administracion simultanea se refiere a la administracion
de una mezcla (ya sea una mezcla verdadera, una suspension, una emulsion u otra combinacion fisica) del compuesto
y del agente anticancerigeno. La combinacién puede ser la mezcla o recipientes separados que se combinan justo
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antes de la administracion. La administraciéon contemporanea se refiere a la administraciéon por separado, o en
ocasiones, lo suficientemente juntas como para que se observe una actividad sinérgica en relacion con la actividad de
cualquiera de ellos individualmente.

Tal y como se usa en el presente documento, "administracion concomitante” o administrar "concomitantemente”
significa la administracion de dos agentes administrados en un tiempo lo suficientemente cercano como para permitir
que los efectos terapéuticos individuales de cada agente se superpongan.

Tal y como se usa en el presente documento, "complemento” o "terapia complementaria" significa un conjunto de
reactivos para su uso en terapia, en donde el sujeto que recibe la terapia comienza un primer régimen de tratamiento
de uno o mas reactivos antes de comenzar un segundo régimen de tratamiento de uno o mas reactivos diferentes
ademas del primer régimen de tratamiento, para que no todos los reactivos usados en la terapia se inicien al mismo
tiempo.

Los siguientes sistemas de suministro, que emplean diversos vehiculos farmacéuticos usados habitualmente, pueden
usarse, pero son solo representativos de los muchos sistemas posibles previstos para administrar composiciones de
acuerdo con la invencion.

Los sistemas de suministro de farmacos inyectables incluyen soluciones, suspensiones, geles, microesferas e
inyectables poliméricos, y pueden comprender excipientes tales como agentes que alteran la solubilidad (por ejemplo,
etanol, propilenglicol y sacarosa) y polimeros (por ejemplo, policaprilactonas y PLGA).

Otros sistemas de suministro de farmacos inyectables incluyen soluciones, suspensiones, geles. Los sistemas de
suministro orales incluyen comprimidos y capsulas. Estos pueden contener excipientes como aglutinantes (por
ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirilodona, otros materiales celulésicos y almiddn), diluyentes (por ejemplo,
lactosa y otros azulcares, almidén, fosfato dicalcico y materiales celuldsicos), agentes desintegrantes (por ejemplo,
polimeros de almidén y materiales celuldsicos) y agentes lubricantes (por ejemplo, estearatos y talco).

Los sistemas implantables incluyen varillas y discos, y pueden contener excipientes tales como PLGA y
policaprilactona.

Los sistemas de suministro orales incluyen comprimidos y capsulas. Estos pueden contener excipientes como
aglutinantes (por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirilodona, otros materiales celuldsicos y almidén),
diluyentes (por ejemplo, lactosa y otros azucares, almidén, fosfato dicalcico y materiales celuldsicos), agentes
desintegrantes (por ejemplo, polimeros de almidon y materiales celuldsicos) y agentes lubricantes (por ejemplo,
estearatos y talco).

Los sistemas de suministro transmucosa incluyen parches, comprimidos, supositorios, pesarios, geles y cremas, y
pueden contener excipientes tales como solubilizantes y potenciadores (por ejemplo, propilenglicol, sales biliares y
aminoacidos) y otros vehiculos (por ejemplo, polietilenglicol, ésteres y derivados de acidos grasos, y polimeros
hidrofilos tales como hidroxipropilmetilcelulosa y acido hialurénico).

Los sistemas de suministro cutaneos incluyen, por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones
multiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, soluciones acuosas y no acuosas, lociones, aerosoles, bases y
polvos de hidrocarburos, y pueden contener excipientes tales como solubilizantes, potenciadores de la permeacion
(por ejemplo, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos y aminoacidos) y polimeros hidrofilos (por
ejemplo, policarbofilo y polivinilpirrolidona). En una realizacion, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un
liposoma o un potenciador transdérmico.

Las soluciones, las suspensiones y los polvos para sistemas de suministro reconstituibles incluyen vehiculos tales
como agentes de suspension (por ejemplo, gomas, zantanos, celuldsicos y azucares), humectantes (por ejemplo,
sorbitol), solubilizantes (por ejemplo, etanol, agua, PEG y propilenglicol), tensioactivos (por ejemplo, laurilsulfato de
sodio, Spans, Tweens y cetilpiridina), conservantes y antioxidantes (por ejemplo, parabenos, vitaminas E y C, y acido
ascorbico), agentes antiaglomerantes, agentes de recubrimiento y agentes quelantes (por ejemplo, EDTA).

Tal y como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo o
excipiente que es adecuado para su uso con seres humanos y/o animales sin efectos secundarios adversos indebidos
(tales como toxicidad, irritacion y respuesta alérgica) proporcionales a una relaciéon beneficio/riesgo razonable. Puede
ser un disolvente farmacéuticamente aceptable, agente de suspension o vehiculo, para suministrar los compuestos
instantaneos al sujeto.

Los compuestos usados en el método de la presente invencion pueden estar en forma de sal. Tal y como se usa en
el presente documento, una "sal" es una sal de los presentes compuestos que se ha modificado produciendo sales
acidas o basicas de los compuestos. En el caso de los compuestos usados para tratar una infeccién o enfermedad, la
sal es farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin
limitacion, sales de acidos minerales u organicos de restos basicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de
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restos acidos tales como fenoles. Las sales se pueden preparar usando un acido organico o inorganico. Dichas sales
de acido son cloruros, bromuros, sulfatos, nitratos, fosfatos, sulfonatos, formiatos, tartratos, maleatos, malatos,
citratos, benzoatos, salicilatos, ascorbatos y similares. Las sales de fenolato son las sales de metales alcalinotérreos,
sodio, potasio o litio. La expresién "sal farmacéuticamente aceptable”, en este sentido, se refiere a las sales de adicion
de acido o de base inorganicas y organicas, relativamente no toxicas, de los compuestos de la presente invencion.
Estas sales pueden prepararse in situ durante el aislamiento y la purificacion finales de los compuestos de la invencion,
o haciendo reaccionar por separado un compuesto purificado de la invencién en su forma de base libre o de acido
libre con una base o un acido organico o inorganico adecuado, y aislando la sal asi formada. Las sales representativas
incluyen las sales bromhidrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, valerato, oleato, palmitato,
estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilato, mesilato,
glucoheptonato, lactobionato y laurilsulfonato, y similares. (Véase, por ejemplo, Berge et al. (1977) "Pharmaceutical
Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19).

Tal y como se usa en el presente documento, una "cantidad" o "dosis" de un agente medida en miligramos se refiere
a los miligramos de agente presentes en un producto farmacoldgico, independientemente de la forma del producto
farmacologico.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresion cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se
refiere a la cantidad de un componente que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin efectos
secundarios adversos indebidos (tales como toxicidad, irritacién o respuesta alérgica) proporcional a una relacion
beneficio/riesgo razonable cuando se usa de la manera de la presente invencion. La cantidad eficaz especifica variara
con factores tales como la afeccion en particular que se esta tratando, el estado fisico del paciente, el tipo de mamifero
que se esta tratando, la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existe), y las formulaciones
especificas empleadas y la estructura de los compuestos o sus derivados.

Cuando se proporciona un intervalo en la memoria descriptiva, se entiende que el intervalo incluye todos los nimeros
enteros y 0,1 unidades decimales dentro de ese intervalo, y cualquier subintervalo del mismo. Por ejemplo, un intervalo
del 77 al 90 % es una divulgacion del 77, 78, 79, 80 y 81 %, etc.

Tal y como se usa en el presente documento, "aproximadamente" con respecto a un numero establecido abarca un
intervalo de + uno por ciento a -uno por ciento del valor establecido. Como ejemplo, aproximadamente 100 mg/kg, por
tanto, incluye 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9, 100, 100,1, 100,2, 100,3, 100,4, 100,5, 100,6,
100,7, 100,8, 100,9 y 101 mg/kg. Por consiguiente, aproximadamente 100 mg/kg incluye, en una realizacion,
100 mg/kg.

Se entiende que cuando se proporciona un intervalo de parametros, todos los nimeros enteros dentro de ese intervalo,
y décimas de los mismos, también son proporcionados por la invencion. Por ejemplo, "0,2-5 mg/kg/dia" es una
divulgacion de 0,2 mg/kg/dia, 0,3 mg/kg/dia, 0,4 mg/kg/dia, 0,5 mg/kg/dia, 0,6 mg/kg/dia etc. hasta 5,0 mg/kg/dia.

Cada realizacion desvelada en el presente documento se contempla como aplicable a cada una de las otras
realizaciones desveladas. Por lo tanto, todas las combinaciones de los diversos elementos descritos en el presente
documento estan dentro del alcance de la invencion.

La presente invencion se entendera mejor por referencia a los siguientes detalles experimentales, pero los expertos
en la materia apreciaran facilmente que los experimentos especificos detallados son solo ilustrativos de la invencién
como se describe de manera mas completa en las reivindicaciones que figuran mas adelante.

Detalles experimentales

Abreviaturas

ACN -Acetonitrilo; AUCuiimo - Area bajo la curva de concentracion-tiempo desde el punto de tiempo 0 hasta la Gltima
concentracion cuantificable (Area Under Curve); AUCKr - Area bajo la curva de concentracién-tiempo desde el punto
de tiempo 0 hasta el infinito (Area Under Curve); BQL - Por debajo del limite cuantificable (Below Quantificable Limit);
CL - Aclaramiento (CLearance); Cnax - Concentracion maxima en plasma; h o H - hora; IV - Intravenosa; kg - kilogramo;
I - litro; LC - Cromatografia liquida (Liquid Chromatography), LLOQ - Limite inferior de cuantificacion (Lower Limit of
Quantification); MeOH - Metanol; mg - miligramo; MS - espectrometria de masas (Mass Spectrometry); NH4sOac -
Acetato de amonio; PK - Farmacocinética (PharmacoKinetics) VO - Via Oral; DT - Desviacion Tipica; ti2 - Semivida
terminal; Tmax- Tiempo hasta alcanzar la concentracién maxima en plasma; Vss Volumen de distribucion (en estado
estacionario) (Steady State)

Materiales y métodos

Método representativo de preparacion de profarmacos:
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?Hs
0 (0]
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0 + Ry
g 70-75 °C “Epbc N CHs
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CH2Clo

Se calienta una mezcla de anhidrido de exo-7-oxabiciclo[2.2.1]heptano-2,3-dicarboxilico (50,0 mmol) y el alcohol
alquilico apropiado (110,0 mmol) en tolueno a 70-75 °C durante la noche. Se concentra la mezcla de reaccion en un
5  evaporador rotatorio y se tritura el sélido en bruto con 20 ml de éter isopropilico mientras se calienta, y se filtra, dando
un sélido. A la mezcla de éster alquilico en cloruro de metileno, se afiade N-hidroxibenzotriazol (5 mmol) seguido de
N-metilpiperazina (200 mmol) y EDC (75 mmol). Se agita la mezcla de reaccién durante la noche a temperatura
ambiente y se evapora a sequedad. Se purifica el producto mediante cromatografia en columna y recristalizacion.

9”3
0 0]
Tolueno ﬁ’
+ R-OH ——»
ﬁ’ S 70-75 °C EDC N*‘CHa
HOBt
o = CH,Cl,

10

Se calienta una mezcla de anhidrido de exo-3,6-Epoxi-1,2,3,6-tetrahidroftalico (50,0 mmol) y el alcohol alquilico
apropiado (110,0 mmol) en tolueno a 70-75 °C durante la noche. Se concentra la mezcla de reaccién en un evaporador
rotatorio y se tritura el sélido en bruto con 20 ml de éter isopropilico mientras se calienta, y se filtra, dando un sélido.

15 A la mezcla de éster alquilico en cloruro de metileno, se afiade N-hidroxibenzotriazol (5 mmol) seguido de N-
metilpiperazina (200 mmol) y EDC (75 mmol). Se agita la mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente
y se evapora a sequedad. Se purifica el producto mediante cromatografia en columna y recristalizacion.

e N

O Me
20
A la mezcla del acido en cloruro de metileno, se afiade TEA (1 mmol) seguido por el acido (1 mmol) y bromuro de
alquilo (1,5 mmol). Se agita la mezcla de reaccién durante la noche a temperatura ambiente y se evapora a sequedad.
Se purifica el producto mediante cromatografia en columna y recristalizacion, proporcionando el profarmaco puro.
O O O
OH )ko/\o)koa
Q 0
0 )k 0
o o okt \]/
N N
[ j Base - j
N \N
25 Me Me

A la mezcla del acido en cloruro de metileno, se afiade TEA (1 mmol) seguido por el cloruro de alquilo (1,5 mmol). Se
agita la mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente y se evapora a sequedad. Se purifica el producto
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mediante cromatografia en columna y recristalizacion, proporcionando el profarmaco puro.

O O

o)
OH Base O/\O)k
0] 0 ” O
[N CI/\O)J\
N
Me

[N
N
Me

5 Ala mezcla del acido en cloruro de metileno, se afiade TEA (1 mmol) seguido por el cloruro de alquilo (1,5 mmol). Se
agita la mezcla de reaccidn durante la noche a temperatura ambiente y se evapora a sequedad. Se purifica el producto
mediante cromatografia en columna y recristalizacion, proporcionando el profarmaco puro.

OH o @) @) tBu
o )\ )k o
Cl @) tBu
N N
[ j Base [ j
N N
Me Me
10

A la mezcla del acido en cloruro de metileno, se afiade trietilamina (1 mmol) seguida por el cloruro de alquilo (1 mmol).
Se agita la mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente y se diluye con H,O. La fase acuosa se extrae
(3 veces) con diclorometano. Después, se lava la capa organica combinada (3 veces) con una solucién saturada de

bicarbonato sédico. La capa organica se concentra y se purifica luego mediante cromatografia en columna y
15  recristalizacion, proporcionando el profarmaco puro.

El compuesto 100 (no reivindicado) tiene la estructura:

T\
\_/

El compuesto 105 (no reivindicado) tiene la estructura:

owel

25  El compuesto 113 (no reivindicado) tiene la estructura:

(LB10O) .
20

(LB105) .
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0 (LB113) .

El compuesto 151 (no reivindicado) tiene la estructura:

7
/N
__/

El compuesto 153 (no reivindicado) tiene la estructura:

o/\/
N[#\N—'_
__/

El compuesto 157 (no reivindicado) tiene la estructura:

O /\/\/\/
N/—_\N'___
\_/

Ejemplo 1. Estudio farmacocinético de los Compuestos 153 y 157

(LB151) .

10 (LB153).

(LB157).
15

Los estudios farmacocinéticos sobre 153, 157 y su metabolito Endothal se realizaron en ratas SD. Se administraron
153 a 1,25 mg/kg y 157 a 1,5 mg/kg por via VI y VO en ratas SD. Se extrajeron muestras de sangre, y de tejido hepatico

20 y cerebral en tiempos predeterminados de las ratas. Los métodos de LC/MS/MS se desarrollaron para determinar 153,
157 y Endothal en muestras de plasma, higado y cerebro. En el informe, se presentaron las concentraciones de 153,
157 y Endothal en las muestras de plasma, higado y cerebro tras la dosis intravenosa. También se calculd la
biodisponibilidad de 153 y 157. El compuesto se diluyd poco antes de su uso en bicarbonato de sodio al 4 % para
inyeccion estéril (esta es la solucion pediatrica patron de NaHCO3 con un pH de aproximadamente 8,5).

25
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Se asigno un total de 30 ratas SD hembra a este estudio como se muestra en la tabla que se presenta a continuacion:

Numero Dosis Volumen
Grupo | Compuestos | de Via t2 ratas/Punto de Muestreo
animal (mg/kg) (ml/kg) | tiempo
1 Control 2
15 min, 1 h,2h,6 h |Plasma, tejido
2 153 12 v 1,25 mgkg | 5 mikg 10h,24 h hepatico y cerebral
15 min, 1 h,2h, 6 h |Plasma, tejido
3 157 12 v 1,5mglkg | 5mikg 10h,24 h hepatico y cerebral
4 153 2 VO 1,25 mg/kg |5 mikkg ‘:’8 hm"z‘fhh’ 2h.6h | plasma
5 157 2 VO 1,5mglkg |5 mlkg ?8 hm'gfhh’ 2h.6h 1 pjasma

El compuesto 153 se preparé nuevo diluyendo los farmacos poco antes de su uso en bicarbonato de sodio al 4 % para
inyeccion estéril (esta es la solucion pediatrica patron de NaHCOs; con un pH de aproximadamente 8,5). Las
concentraciones finales de las soluciones de 153 fueron de 0,25 mg/ml. Las soluciones de 153 se administraron por
via IV 0 VO a un volumen de dosis de 5 ml/kg de acuerdo con el ultimo peso corporal. El compuesto 157 se prepard
nuevo diluyendo los farmacos poco antes de su uso en bicarbonato de sodio al 4 % para inyeccién estéril (esta es la
solucion pediatrica patron de NaHCO3 con un pH de aproximadamente 8,5). Las concentraciones finales de las
soluciones de 153 fueron de 0,3 mg/ml. Las soluciones de 157 se administraron por via IV o VO a un volumen de dosis
de 5 ml/kg de acuerdo con el ultimo peso corporal.

Doce (12) ratas SD hembra por grupo fueron dosificadas por via intravenosa con 153 o 157. Las ratas estuvieron en
ayunas durante la noche antes de la dosificacion, con libre acceso al agua. La comida fue retenida durante 2 horas
después de la dosis. Se recogieron muestras de sangre, higado y tejido cerebral de dos animales de cada grupo en
cada punto de tiempo, mas/menos un 10 % del tiempo programado para cada punto de tiempo. Se usaron dos
animales mas para el desarrollo del método analitico.

Se recogio sangre (> 0,3 ml) a través de la aorta abdominal en animales anestésicos en tubos que contenian heparina
alos 15 min, y 1, 2, 6, 10 y 24 horas después de la administracion 1V. Se recogieron tejidos de higado y cerebro
inmediatamente después de la muerte del animal. Se extirparon tejidos hepaticos y cerebrales, y se enjuagaron con
solucion salina fria para evitar la sangre residual. Tras la extracciéon, se dispuso cada muestra en hielo, y
posteriormente se centrifugaron las muestras de sangre (4 °C, 11000 rpm, 5min) para separar el plasma. Se
almacenaron las muestras de plasma, higado y tejido cerebral a -70 °C hasta el analisis de LC-MS/MS.

Dos (2) ratas SD hembra por grupo fueron dosificadas por VO con 153 o 157. Las ratas estuvieron en ayunas durante
la noche antes de la dosificacién, con libre acceso al agua. La comida fue retenida durante 2 horas después de la
dosis. Se recogieron muestras de sangre (>0,3 ml) a través de la aorta abdominal en animales anestésicos en tubos
que contenian heparina a los 30 min, y 1, 2, 6, 10 y 24 horas después de la administracién VO.

Preparaciéon de muestras de plasma, higado y cerebro para el compuesto 153

Se descongelaron muestras de plasma desconocidas congeladas a temperatura ambiente y se agitaron bien con
formacion de vortice. Con una pipeta, se transfirieron 50 pl de plasma a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. A cada muestra,
se afiadieron 20 pl de IS-D (para muestras en blanco, se afiadieron 20 pl de acetonitrilo:agua (1: 1)) y 300 ul de
acetonitrilo. Se agitd la mezcla de muestra con formacién de vértice durante aproximadamente 3 min. Después de la
centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min a 4 °C, se transfirieron 100 yl de la capa superior a un tubo nuevo y se
afadieron 200 pl de acido formico al 0,4 % en agua (pH 6,0). Se agité la mezcla con formacion de vértice durante
aproximadamente 3 min antes de inyectarse en el sistema de LC/MS/MS para su analisis.

El dia del ensayo, se descongelaron las muestras congeladas de higado y cerebro sin ayuda a temperatura ambiente.
Se colocé una muestra pesada de aproximadamente 200 mg de cada tejido descongelado en un tubo de plastico con
agua (0,6 ml) para facilitar la homogeneizacion. Se realiz6 el procesamiento de los tejidos usando un homogeneizador
durante aproximadamente 1 min, se transfirieron 200 yl de homogeneizado a un tubo Eppendorf nuevo. A cada tubo,
se afadieron 50 yl de IS-D y se mezclaron. Luego se afiadieron 600 ul de acetonitrilo, y se agito la mezcla de muestra
con formacion de vértice durante aproximadamente 3 min. Después de la centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min a
4 °C, se transfirieron 400 pl de la capa superior a un nuevo tubo y se evapor6 el sobrenadante a sequedad a 35 °C.
Se reconstituy6 el residuo con 200 pl de &cido férmico al 0,4 % en agua (pH 6,0) y se agité con formacion de vortice
durante 3 min, se remitié para su analisis de LC-MS/MS.

Preparaciéon de muestras de plasma, higado y cerebro para el compuesto 157

Se descongelaron muestras de plasma desconocidas congeladas a temperatura ambiente y se agitaron bien con
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formacion de vortice. Con una pipeta, se transfirieron 50 ul de plasma a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. A cada muestra,
se afiadieron 30 pl de IS-D (para muestras en blanco, se afiadieron 20 yl de acetonitrilo:agua (1: 1)) y 300 ul de
acetonitrilo. Se agitd la mezcla de muestra con formacién de vértice durante aproximadamente 3 min. Después de la
centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min a 4 °C, se transfirieron 100 yl de la capa superior a un tubo nuevo y se
afadieron 200 pl de acido formico al 0,4 % en agua (pH 6,0). Se agité la mezcla con formacion de vértice durante
aproximadamente 3 min antes de inyectarse en el sistema de LC/MS/MS para su analisis.

El dia del ensayo, se descongelaron las muestras congeladas de higado y cerebro sin ayuda a temperatura ambiente.
Se colocé una muestra pesada de aproximadamente 200 mg de cada tejido descongelado en un tubo de plastico con
agua (0,6 ml) para facilitar la homogeneizacion. Se realiz el procesamiento de los tejidos usando un homogeneizador
durante aproximadamente 1 min, se transfirieron 100 yl de homogeneizado a un tubo Eppendorf nuevo. A cada tubo,
se afadieron 50 yl de IS-D y se mezclaron. Luego se afiadieron 500 ul de acetonitrilo, y se agito la mezcla de muestra
con formacion de vértice durante aproximadamente 3 min. Después de la centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min a
4 °C, se transfirieron 100 pl de la capa superior a un nuevo tubo y se evapor6 el sobrenadante a sequedad a 35 °C.
Se reconstituy6 el residuo con 200 pl de &cido férmico al 0,4 % en agua (pH 6,0) y se agité con formacion de vortice
durante 3 min, se remitié para su analisis de LC-MS/MS.

Preparacién de muestras de plasma, higado y cerebro para el Endothal

Se descongelaron por completo muestras de plasma desconocidas congeladas a temperatura ambiente y se agitaron
bien con formacién de vértice. Con una pipeta, se transfirieron 50 pl de plasma a un tubo Eppendorf de 2,0 ml. Se
afadieron 50 pl de HCI 0,1 Ny 800 pl de acetato de etilo a cada muestra. Se agit6 la mezcla de muestra con formacion
de vortice durante aproximadamente 3 min. Después de la centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min a 4 °C, se
transfirieron los 600 yl de sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se extrajo el precipitado nuevamente con
800 ul de acetato de etilo y se transfirieron 600 pl de sobrenadante al mismo tubo, y se evapor6 a sequedad. Se
reconstituy6 el residuo con 150 ul de IS-D (para muestras en blanco, acido formico al 0,05 % en acetonitrilo) y se agitd
con formacion de vortice durante 3 min y se remitié para el analisis LC/MS/MS.

El dia del ensayo, se descongelaron las muestras congeladas de tejidos de higado y cerebro sin ayuda a temperatura
ambiente. Se colocd una muestra pesada de aproximadamente 200 mg de cada tejido descongelado en un tubo de
plastico con agua (0,6 ml) para facilitar la homogeneizacion. Se transfirieron 150 pl de cada homogeneizado a un tubo
Eppendorf nuevo, se afiadieron 150 pl de HCI 0,1 N y 800 pl de éter acético a cada muestra de homogeneizado. Se
agitd la mezcla de muestra con formacion de vortice y se centrifugé a 10000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se transfirieron
600 pl de sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1,5 ml, se extrajo el precipitado nuevamente con 800 ul de acetato de
etilo y se transfirieron 600 ul de sobrenadante al mismo tubo, y se evapord a sequedad. Se reconstituy6 el residuo con
200 pl de 1S-D (para muestras en blanco, acido férmico al 0,05 % en acetonitrilo) y se agitdé con formacion de vértice
durante 3 min y se remitié para el analisis LC/MS/MS.

Preparacién de muestras de calibracién para el Compuesto 153

1) Preparacion de muestras de calibracion para el analisis de muestras de plasma

Se prepararon patrones de calibracion afiadiendo 25 ul de las soluciones patron de 153 a 25 ul de plasma de rata en
blanco heparinizado. Las concentraciones patrén nominales en plasma de ratén fueron 2,00, 4,00, 10,0, 50,0, 100,
500, 900 y 1000 ng/ml.

2) Preparacion de muestras de calibracion para analisis de muestras de tejido hepatico y cerebral

Para cuantificar 153 en muestras de tejido hepatico y cerebral, se prepard una curva de calibracion que consistia en
8 muestras patron, usando el mismo homogeneizado de tejido en blanco que la matriz de muestra analizada
(concentraciones finales: 1,00, 2,00, 5,00, 25,0, 50,0, 250, 450 y 500 ng/g).

Preparaciéon de muestras de calibracion para el Compuesto 157

1) Preparacion de muestras de calibracion para el analisis de muestras de plasma

Se prepararon patrones de calibracion afiadiendo 25 ul de las soluciones patron de 157 a 25 ul de plasma de rata en
blanco heparinizado. Las concentraciones patrén nominales en plasma de ratén fueron 0,500, 1,00, 2,50, 12,5, 25,0,
125, 225 y 250 ng/ml.

2) Preparacion de muestras de calibracion para analisis de muestras de tejido hepatico y cerebral

Para cuantificar 157 en muestras de tejido hepatico y cerebral, se prepard una curva de calibracion que consistia en

8 muestras patron, usando el mismo homogeneizado de tejido en blanco que la matriz de muestra analizada
(concentraciones finales: 0,500, 1,00, 2,50, 12,5, 25,0, 125, 225 y 250 ng/ml).
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Preparacion de muestras de calibracion para el Endothal

1) Preparacion de muestras de calibracion para el analisis de muestras de plasma

Se prepararon patrones de calibracion afadiendo 25 ul de las soluciones patron de Endothal a 25 pl de plasma de
rata en blanco heparinizado. Las concentraciones patrén nominales en plasma de rata fueron 20,0, 40,0, 100, 200,
400, 2000, 3600 y 4000 ng/ml.

2) Preparacion de muestras de calibracion para analisis de muestras de tejido hepatico

Para cuantificar el Endothal en muestras de tejido hepatico, se prepard una curva de calibracion que consistia en 8
muestras patron, usando el mismo homogeneizado de tejido en blanco que la matriz de muestra analizada
(concentraciones finales: 20,0, 40,0, 100, 200, 400, 2000, 3600 y 4000 ng/g).

Sistema de LC/MS/MS

El analisis se realizd usando un sistema de LC-MS/MS que consistia en los siguientes componentes: Sistema de HPLC
(Cromatografia de liquidos de alto rendimiento, High Performance Liquid Chromatography): Shimadzu UFLC 20-AD
XR; Sistema de MS/MS: espectréometro de masas de triple cuadrupolo API-5000 (Applied Biosystems); Sistema de
datos: Watson LIMS version 7.2.

1) Condiciones cromatograficas para el Compuesto 153

Columna analitica: Luna C18 5 ym, 50 x 2,0 mm
Fase movil: A: Acido férmico al 0,4 % en agua (pH 6,0)
B: Acetonitrilo
Volumen de inyeccion: 20~30 pl
Tiempo de ejecucion: ~4,5min
Caudal: 0,5 ml/min

Tiempo 0 0,5(0,6(2,0(2,1|3,0 3,114,5
% de B 15 15 (45 |45 |95 |95 15 | Parada
Posicién de la valvula de desvio | Residuos | MS | MS | MS | MS | Residuos Residuos

2) Condiciones de espectrometria de masas para el Compuesto 153

Parametros 153

Pulverizacién de iones (IS, lon Spray) 5000 V

Gas de cortina (CUR, CURtain) 15

Temperatura (TEM) 500 °C

Potencial de entrada (EP, Entrance Potential) 10

Gas de colision (CAD, Collisionally Activated Dissociation) 6

Potencial de salida de celda de colisién (CXP, Collision cell eXit Potential) | 15

Tiempo de permanencia (ms) 100

Gas 1 40

Gas 2 40

Potencial de desagregacion (DP, Declustering Potential) 120

Modo de ionizacion: (+) ESI (ElectroSpray lonization)
(CE):
Compuesto lon precursor (m/z) | lon producto (m/z) | CE (eV)
153 311,1 169,2 30
Irbesartan (IS) |429,4 207,2 30

1) Condiciones cromatograficas para el Compuesto 157

Columna analitica: Luna C18 5 ym, 50 x 2,0 mm

Fase movil: A: Acido férmico al 0,4 % en agua (pH 6,0)
B: Acetonitrilo

Volumen de inyeccion: | 10 pl

Tiempo de ejecucion: | ~4,5 min

Caudal: 0,5 ml/min
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Tiempo 0 0,5(2,0(2,1(3,0 3,114,0
% de B 45 45 |45 (95 |95 45 | Parada
Posicion de la valvula de desvio | Residuos | MS | MS | MS | Residuos Residuos
2) Condiciones de espectrometria de masas para el Compuesto 157
Parametros 157
Pulverizacién de iones (IS) 5000 V
Gas de cortina (CUR) 15
Temperatura (TEM) 450 °C
Potencial de entrada (EP) 10
Gas de colision (CAD) 6
Potencial de salida de celda de colision (CXP) 15
Tiempo de permanencia (ms) 100
Gas 1 40
Gas 2 40
Potencial de desagregacion (DP) 120
Modo de ionizacién: (+) ESI
(CE):
Compuesto lon precursor (m/z) | lon producto (m/z) | CE (eV)
157 367,3 251,0 25
Verapamil (IS) |455,1 303,3 25

1) Condiciones cromatograficas para el Endothal

La separacion cromatografica se llevo a cabo a temperatura ambiente.

Columna analitica:

Luna HILIC 5 ym, 100 x 2,0 mm

Fase movil: A: Acido férmico al 0,1 % en agua
B: Acetonitrilo
Volumen de inyeccion: 5l
Tiempo de ejecucion: ~2,5min
Caudal: 0,6 ml/min
Tiempo 0 0,412,0 2,5
% de B 88 88 |88 Parada
Posicion de la valvula de desvio | Residuos | MS | Residuos | Residuos
2) Condiciones de espectrometria de masas para el Endothal
Parametros Endothal
Pulverizacion de iones (IS) -4500V
Gas de cortina (CUR) 20
Temperatura (TEM) 450 °C
Potencial de entrada (EP) -10
Gas de colision (CAD) 6
Potencial de salida de celda de colision (CXP) | -10
Tiempo de permanencia (ms) 150
Gas 1 45
Gas 2 45
Potencial de desagregacion (DP) -80
Modo de ionizacion: (-) ESI
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(CE):
Compuesto | lon precursor (m/z) | lon producto (m/z) | CE (eV)
Endothal 185 141 -30
PAH(IS) 192,9 149 -20

Cuantificacion

La cuantificacion se realizd mediante el método convencional externo para 153, 157 y Endothal. Las concentraciones
del articulo de prueba se calcularon usando una regresion lineal de minimos cuadrados ponderada (W = 1/x?).

Interpretaciéon farmacocinética

Los parametros farmacocinéticos se evaluaron usando Watson LIMS (versién 7.2), suponiendo un modelo no
compartimental para la absorcion y distribucion del farmaco.

- AUCo. (AUCuiimo) €s el area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo desde el punto de tiempo cero
hasta el dltimo tiempo de muestreo, calculada mediante la regla trapezoidal lineal.

- AUCp.. (AUCinr) es el area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo con la dltima concentracion
extrapolada basada en la constante de la tasa de eliminacion.

Resultados

La curva de calibracion de 153 en plasma de rata fue lineal durante todo el estudio en el intervalo de 2,00-1000 ng/ml.
La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion son y = 0,0252x + 0,0127 y R? = 0,9957.

La curva de calibracion de 100 en los tejidos probados fue lineal durante todo el estudio en el intervalo de 1,00-
500 ng/g. La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibraciéon es y = 0,0233x + 0,0213 y R? =
0,9939.

La curva de calibracion de 157 en plasma de rata fue lineal durante todo el estudio en el intervalo de 0,50-250 ng/ml.
La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibracién es y = 0,333x - 0,0136 y R2= 0,9986.

La curva de calibracion de 157 en los tejidos probados fue lineal durante todo el estudio en el intervalo de 0,50-
250 ng/g. La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibracién es y = 0,0467x + 0,0034 y R2=
0,9989.

Las curvas de calibracién de Endothal en el plasma de rata fueron lineales durante todo el estudio en el intervalo de
20,0-4000 ng/ml. La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion es y = 0,00155x - 0,00162
y R?=0,9986.

Las curvas de calibracion de Endothal en los tejidos hepaticos de rata fueron lineales durante todo el estudio en el
intervalo de 20,0-4000 ng/g. La ecuacion lineal y el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion son y =
0,00349x + 0,0177 y R?=0,997.

Tras la administracion unica IV y VO de 153 a ratas SD, Las concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral tanto
de 153 como de Endothal se determinaron mediante el método de LC/MS/MS descrito anteriormente. Las
concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral en cada tiempo de muestreo se enumeran en las Tablas 6.1-6.8
y en las Figuras 1A-1B. Los parametros farmacocinéticos calculados se enumeran en la Tabla 6.9-6.12.

153 estaba disponible por via oral a 1,25 mg/kg para ratas SD, el valor de Cnsx fue de 239 ng/ml, El valor de AUC fue
de 164 ng.h/ml, y el BA fue del 55,41 %.

El valor medio de Cmsx en plasma fue de 557 ng/ml tras la administracién IV de 153. Los valores medios de Cmaxen
higado y cerebro fueron de 762,0 ng/kg y 42,7 ng/kg, respectivamente. El valor de AUCgiimo €n plasma fue de
295 ng.h/ml, con 500 ng.h/g en higado y 39,4 ng.h/g en cerebro, respectivamente. Los valores de Tq, en plasma,
higado y cerebro fueron de 0,921 h, 0,626 h y 0,596 h, respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 6.5-6.8 y en la Figura 1B, el Endothal fue detectable en muestras de plasma e higado
tras una sola administracion IV de 153 a 1,25 mg/kg, mientras que no fue detectable en muestras de cerebro. Los
valores medios de Cnax en plasma e higado fueron de 70,5 ng/ml y 2068 ng/ml, respectivamente. Los valores de
AUCiimo €n plasma e higado fueron de 378 ng.h/ml y 10820 ng.h/g, respectivamente. Los valores de T1;2 en plasma
e higado fueron de 5,20 h'y 2,79 h, respectivamente.

Tras la administracion unica IV y VO de 157 a ratas SD, Las concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral tanto
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de 157 como de Endothal se determinaron mediante el método de LC/MS/MS descrito anteriormente. Las
concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral en cada tiempo de muestreo se enumeran en las Tablas 6.13-
6.20 y en la Figura 1C-1D. Los parametros farmacocinéticos calculados se enumeran en la Tabla 6.21-6.24. 157 estaba
poco disponible por via oral a 1,5 mg/kg para ratas SD, el valor de Cmsx fue de 6,14ng/ml, El valor de AUC fue de
3,2 ng.h/ml, y el BA fue del 6,98 %.

El valor medio de Cmax €n plasma fue de 115 ng/ml tras la administracion IV de 157 a 1,5 mg/kg a ratas SD. Los valores
medios de Cmaxen higado y cerebro fueron de 297 ng/kg y 60,0 ng/kg, respectivamente. El AUCimo €n plasma fue de
47,2 ng.h/ml, con 152 ng.h/g en higado y 24,6 ng.h/g en cerebro, respectivamente. Los valores de Ty en plasma,
higado y cerebro fueron de 0,391 h, 0,813 h y 0,162 h, respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 6.17-6.20 y en la Figura 1D, el Endothal fue detectable en muestras de plasma e higado
tras una sola administracion IV de 157 a 1,5 mg/kg, mientras que el Endothal no fue detectable en muestras de cerebro.
Los valores medios de Cnax en plasma e higado fueron de 98,1ng/ml y 3720 ng/ml, respectivamente. Los valores de
AUCiimo €n plasma e higado fueron de 374 ng.h/ml y 15025 ng.h/g, respectivamente. Los valores de T1;2 en plasma
e higado fueron de 5,94 h'y 2,61 h, respectivamente.

153 estaba disponible por via oral a 1,25 mg/kg para ratas SD, el valor de Cnax fue de 239 ng/ml, El valor de AUC fue
de 164 ng.h/ml, y el BA fue del 55,41 %. El valor medio de Cnax en plasma fue de 557 ng/ml tras la administracion IV
de 153. Los valores medios de Cmsxen higado y cerebro fueron de 762,0 ng/kg y 42,7 ng/kg, respectivamente. El valor
de AUCiimo €n plasma fue de 295 ng.h/ml, con 500 ng.h/g en higado y 39,4 ng.h/g en cerebro, respectivamente. Los
valores de T4,2 en plasma, higado y cerebro fueron de 0,921 h, 0,626 h y 0,596 h, respectivamente.

El Endothal fue detectable en muestras de plasma e higado tras una sola administracién IV de 153 a 1,25 mg/kg. Los
valores medios de Cmsx en plasma e higado fueron de 70,5ng/ml y 2068 ng/ml, respectivamente. Los valores de
AUCiimo €n plasma e higado fueron de 378 ng.h/ml y 10820 ng.h/g, respectivamente. Los valores de T1; en plasma
e higado fueron de 5,20 h 'y 2,79 h, respectivamente. Sin embargo, el Endothal no fue detectable en tejido cerebral.

157 estaba poco disponible por via oral a 1,5 mg/kg para ratas SD, el valor de Cnax fue de 6,14ng/ml, El valor de AUC
fue de 3,2 ng.h/ml, y el BA fue del 6,98 %.

El valor medio de Cmsx en plasma fue de 115 ng/ml tras la administracion IV de 157 a 1,5 mg/kg a ratas SD. Los valores
medios de Cnaxen higado y cerebro fueron de 297 ng/kg y 60,0 ng/kg, respectivamente. El valor de AUCgimo €n plasma
fue de 47,2 ng.h/ml, con 152 ng.h/g en higado y 24,6 ng.h/g en cerebro, respectivamente. Los valores de Ti en
plasma, higado y cerebro fueron de 0,391 h, 0,813 h y 0,162 h, respectivamente.

El Endothal fue detectable en muestras de plasma e higado tras una sola administracion IV de 157 a 1,5 mg/kg. Los
valores medios de Cmsx en plasma e higado fueron de 98,1ng/ml y 3720 ng/ml, respectivamente. Los valores de
AUCiimo €n plasma e higado fueron de 374 ng.h/ml y 15025 ng.h/g, respectivamente. Los valores de T+ en plasma
e higado fueron de 5,94 h 'y 2,61 h, respectivamente. Sin embargo, el Endothal no fue detectable en tejido cerebral.

Tabla 6.1: Datos analiticos de la concentracion de 153 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion VO.

1,25 mg/kg Concentracién en higado (ng/g)
Tiempo (h) |[Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 872 652 762 155,6
1 131 121 126 7,1
2 42 41,2 41,6 0,6
6 BLQ BLQ NA NA
10 BLQ ND NA NA
24 ND [ND [NA |NA

Tabla 6.2: Datos analiticos de la concentracion de 153 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV.
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1,25 mg/kg Concentracioén en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) | Rata 1 | Rata 2 Media DT
0,25 563 550 557 9,2

1 58 51,4 54,7 47

2 14,8 13 13,9 1,3

6 1,04 1,02 1,03 0

10 ND 9,42* NA NA

24 ND ND NA NA

* La conc. fue de 9,42 ng/ml, lo que fue andmalo, y no se incluyo en el calculo.

5 Tabla 6.3: Datos analiticos de la concentracion de 153 en higado (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.

1,25 mg/kg Concentracion en higado (ng/g)
Tiempo (h) | Rata 1 | Rata 2 | Media | DT
0,25 872 652 762 155,6
1 131 121 126 7,1
2 42 41,2 41,6 0,6
6 BLQ BLQ NA NA
10 BLQ ND NA NA
24 ND ND NA NA
10 Tabla 6.4: Datos analiticos de la concentracion de 153 en cerebro (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.
1,25 mg/kg Concentracion en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 45 40,3 42,7 3,3
1 13,9 14,3 14,1 0,3
2 4,05 4,75 4.4 0,5
6 ND ND NA NA
10 ND ND NA NA
24 ND ND NA NA
Tabla 6.5: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
15 administracion VO de 153.
Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 41,4 40,2 40,8 0,8
1 53,6 38,9 46,3 10,4
2 34,5 35,3 34,9 0,6
6 25,8 20,8 23,3 3,5
10 BLQ ND NA NA
24 ND ND NA NA
Tabla 6.6: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
20 administracion IV de 153.

Concentraciéon de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 70,9 63,8 67,4 5

1 57,1 44,3 50,7 9,1

2 771 56,1 66,6 14,8
6 42,2 35,4 38,8 4,8
10 21,7 BLQ NA NA
24 BLQ BLQ NA NA
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Concentracion de Endothal en higado (ng/g)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 | Media | DT
0,25 1524 | 956 1240 |401,6
1 1836 | 2012 1924 | 124,5
2 1912 |2224 |2068 |220,6
6 492 980 736 3451
10 301 256 279 31,8
5 24 ND ND NA NA
Tabla 6.8: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en cerebro (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV de 153.
Concentracion de Endothal en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media DT
0,25 ND ND NA NA
1 ND ND NA NA
2 ND ND NA NA
6 ND ND NA NA
10 ND ND NA NA
24 ND ND NA NA
10
Tabla 6.9: Parametros farmacocinéticos principales de 153 en ratas SD después de la administraciéon IV o VO.
MRT (tiempo medio de
Plasma Cmax | Tmax |AUC AUC 0-» permanencia, Mean Tir2 F
Dosificacién Residence Time) (0-t)
Eirametros ng/ml | Horas | ng*horas/ml nmgl horas/ Horas Horas | %
1.25 mgrkg 1 249 10,5 163 163 0,987 0,33
(érupo de VO) 2 . 229 |05 164 164 1,04 0,355
Media 239 |05 164 164 1,01 0,343 | 55,41
125 mark 1 563 |0,25 |303 303 0,666 0,907
(éru;;g degIV) 2 550 |0,25 |288 288 0,647 0,934
Media 557 0,25 |295 296 0,657 0,921
15 Tabla 6.10: Parametros farmacocinéticos principales de 153 en higado y cerebro de ratas SD después de la
administracion IV o VO.
TA Dosificacion | Gruno Plasma Crmax Tmax | AUC AUC 0 MRT (0-t) | T2
P Parametros PK | ng/ml Horas | ng*horas/ml | ng*horas/ml | Horas Horas
153 1 53,6 1 189 395 2,8 5,53
1,25 mg/kg | VO 2 40,2 0,5 169 333 2,72 5,45
Fin Media 46,9 0,75 179 364 2,76 5,49
' 153 1 77,1 2 482 618 3,93 4,37
1,25 mg/kg | IV 2 63,8 0,25 274 581 2,74 6,02
Media 70,5 1,13 378 600 3,34 5,2
20 Tabla 6.11: Parametros farmacocinéticos principales de Endothal en ratas SD después de una sola

administracion IV o VO de 153.
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Cméx Tmax AUC AUC 0-e MRT (O-t) T2
Grupo Parametros PK

ng/ml Horas ng*horas/ml ng*horas/ml Horas Horas
Higado 1 872 0,25 547 547 0,745 0,609
1,25 mg/kg |2 652 0,25 453 453 0,825 0,643
v Media 762 0,25 500 500 0,785 0,626
Cerebro 1 45 0,25 39,2 39,2 0,934 0,562
1,25 mg/kg |2 40,3 0,25 39,5 39,5 1,01 0,629
v Media 42,7 0,25 39,4 39,35 0,972 0,596

Tabla 6.12: Parametros farmacocinéticos principales de Endothal en higado y cerebro de ratas SD después de
una sola administracion IV de 153.

5
Cmax Tmax AUC AUC .- MRT (O-t) T2
TA Dosificacion Parametros PK
ng/ml Horas ng*horas/ml ng*h/mi Horas Horas
153 1 1912 2 9528 10800 3,05 3
1,25 mg/kg 2 2224 2 12112 13100 3,43 2,57
(Grupo de Media 2068 2 10820 11950 3,24 2,79
‘ higado)
Fin. 153 1 NA NA NA NA NA NA
1,25 mg/kg 2 NA NA NA NA NA NA
(Grupode | 1 i NA NA NA NA NA NA
cerebro)
Tabla 6.13: Datos analiticos de la concentracion de 157 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion VO.
10
1,5 mg/kg Concentracién en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) | Rata 1 | Rata 2 Media DT
0,5 5,92 6,35 6,14 0,3
1 1,48 1,26 1,37 0,2
2 0,303 [0,194 0,249 0,1
6 ND ND NA NA
10 ND ND NA NA
24 ND ND NA NA
Tabla 6.14: Datos analiticos de la concentracion de 157 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV.
15

27



ES 2795950 T3

1,5 mg/kg Concentracion en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) | Rata 1 | Rata 2 Media DT
0,25 116 114 115 1,4

1 267 |3,57 3,12 0,6

2 0,491 | 0,556 0,524 0

6 ND ND NA NA

10 ND ND NA NA

24 ND ND NA NA

Tabla 6.15: Datos analiticos de la concentracion de 157 en higado (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.

5
1,6 mg/kg Concentracion en higado (ng/g)
Tiempo (h) | Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 337 257 297 56,6
1 29,4 17,6 23,5 8,3
2 6,40 9,72 8,06 23
6 ND ND NA NA
10 ND BLQ NA NA
24 ND ND NA NA
Tabla 6.16: Datos analiticos de la concentracion de 157 en cerebro (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.
10
1,5 mg/kg Concentracion en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) | Rata 1 Rata2 |Media |DT
0,25 60,0 60,0 60,0 0,0
1 1,99 2,80 2,40 0,6
2 BLQ BLQ NA NA
6 ND ND NA NA
10 ND ND NA NA
24 ND ND NA NA
Tabla 6.17: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion VO de 157.
15
Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media |DT
0,25 93,5 65,4 79,5 19,9
1 91,8 150 121 41,2
2 142 68,9 105 51,7
6 22,7 31,9 27,3 6,5
10 BLQ BLQ NA NA
24 ND ND NA NA

Tabla 6.18: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
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administracion IV de 157.

Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) |Rata1 |Rata2 |Media DT
0,25 76,4 53,4 64,9 16,3
1 113 83,2 98,1 21,1
2 91,5 45,7 68,6 32,4
6 47,7 45 46,4 1,9
10 BLQ BLQ NA NA
24 BLQ BLQ NA NA

Tabla 6.19: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en higado (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV de 157.

Concentracion de Endothal en higado (ng/g)
Tiempo (h) |[Rata1 |Rata2 | Media |DT
0,25 3676 |3536 [3606 |99,0

1 3124 | 3764 |3444 |4525
2 2484 | 2272 |2378 |149,9
6 1000 |1076 |[1038 |53,7
10 218 344 281 89,1
24 ND ND NA NA

Tabla 6.20: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en cerebro (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV de 157.

Concentracion de Endothal en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) [Rata1 |Rata2 |Media DT
0,25 ND ND NA NA
1 ND ND NA NA
2 ND ND NA NA
6 ND ND NA NA
10 ND ND NA NA
24 ND ND NA NA

Tabla 6.21: Parametros farmacocinéticos principales de 157 en ratas SD después de la administracion IV o VO.

Grupo Plasma Crmax | Tmax AUC AUC 0. MRT (0-t)| T F
Dosificacion
Parametros PK | ng/ml | Horas | ng*horas/ml | ng*horas/ml| Horas |Horas| %
1 592 | 0,5 34 34 0,988 | 0,437
VO 2 6,35 | 0,5 3 3 0,903 0,37
Media 6,14 | 0,5 3,2 3,2 0,946 | 0,404 (6,78
1,5 mg/kg
1 116 | 0,25 471 471 0,333 | 0,409
v 2 114 | 0,25 47,3 47,3 0,349 | 0,373
Media 115 | 0,25 47,2 47,2 0,341 0,391
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Tabla 6.22: Parametros farmacocinéticos principales de 157 en higado y cerebro de ratas SD después de la
administracion IV.

L Cmax Tmax AUC AUC 0 MRT (0-t) Ti2
Dosificacion | Tejidos | Parametros PK
ng/ml Horas | ng*horas/ml | ng*horas/mi Horas Horas
1 337 0,25 168 168 0,531 0,455
Higado 2 257 0,25 136 136 0,647 1,17
Media 297 0,25 152 152 0,589 0,813
1,5 mg/kg
1 60 0,25 24,2 24,2 0,305 0,153
Cerebro 2 60 0,25 25 25 0,323 0,17
Media 60 0,25 24,6 24,6 0,314 0,162
5
Tabla 6.23: Parametros farmacocinéticos principales de Endothal en ratas SD tras una sola administraciéon IV
y VO de 157.
Grupo Plasma Cmax | Tmax AUC AUCo-» MRT (0-t) | Tir
TA Dosificacion -
Parametros ng/ml | Horas | ng*horas/ml | ng*horas/ml | Horas | Horas
PK
1 142 2 4926 542 2,15 1,51
157
(1,25 mglkg) VO 2 150 1 365 481 2,32 2,51
Media 146 1,5 429 512 2,24 2,01
Endothal
1 113 1 452 733 2,52 4,08
157
(1,25 mg/kg) v 2 83,2 1 297 803 2,85 7,8
Media 98,1 1 374 768 2,69 5,94
10
Tabla 6.24: Parametros farmacocinéticos principales de Endothal en higado y cerebro de ratas SD después de
una sola administracion IV de 157.
MRT
Dosificaci . Parametros | Cmax T AUC AUCo-- (0-t) Tz
TA 6n Tejidos PK
ng/ml Horas | ng*horas/ml | ng*horas/ml | Horas | Horas
1 3676 0,25 14759 15500 2,97 | 2,28
Higado 2 3764 1 15292 16700 3,12 | 2,94
157 Media 3720 0,625 15025 16100 3,05 | 2,61
Endothal | (1,25 mg/
kg IV) 1 NA NA NA NA NA NA
Cerebro 2 NA NA NA NA NA NA
Media NA NA NA NA NA NA
15

Ejemplo 2. Estudio farmacocinético del Compuesto 105
El fin de este estudio era determinar los parametros farmacocinéticos de 105 y de Endothal en plasma e higado tras
una sola administracion intravenosa de 105 a ratas SD macho. Se disolvio 105 en NaHCO3 al 4 % en solucién salina

20 para administracion IV. El procedimiento detallado de preparacion de la solucién de dosificacion se presentod en el
Apéndice I.

Fuente de los animales:
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Especie | Género |Proveedor N.° de certificado

Ratas SD | Macho SLAC Laboratory Animal Co. LTD | SCXK (SH) 2007-0005

Se sometieron al estudio trece (13) animales. Los animales del grupo IV tuvieron libre acceso a comida y agua. Se
uso un animal adicional para la generacién de higado y plasma en blanco (5 ml por animal). El higado y el plasma en
blanco resultantes se aplicaron luego al desarrollo del método bioanalitico y al bioanalisis de las muestras para todo
el estudio.

Diseno del estudio en vida

Tratamiento Dosis Dosis Dosis

Grupo Peso N.° de Via de

corporal ) - L
animales | administracion

(9)

Nivel* Conc. |Volumen Puntos de tiempo

(mg/kg) | (mg/ml) | (ml/kg)

Muestreo a las 0,25, 1, 2, 6, 10
y 24 horas después de la
1 220-255 12 \Y) 1 1 1 dosis. Finalmente, se extraen
muestras de plasma e higado
del mismo animal.

*La dosis se expresd como base libre de 105.

Dosificacién, muestreo, procesamiento de muestras y almacenamiento de muestras

La inyeccion IV se realiz6 a través de la vena dorsal del pie. Los animales tenian libre acceso a la comida y al agua
antes de la dosis.

El animal se retiene manualmente. Se extraen aproximadamente 150 pl de sangre/punto de tiempo en un tubo de
heparina de sodio a través de una puncién cardiaca para el sangrado terminal (con anestesia de didxido de carbono).
La muestra de sangre se pondra en hielo y se centrifugara, obteniéndose una muestra de plasma (2000 g, 5 min por
debajo de 4 °C) en 10 minutos.

El animal sera sacrificado mediante inhalacion de diéxido de carbono. Se abre la cavidad abdominal con unas tijeras
para dejar al descubierto los 6rganos internos. Se sujeta la carcasa en posicion vertical y se permita que los érganos
caigan hacia adelante. Se cortan los tejidos conjuntivos y se extraen los 6rganos. Luego, se enjuagan los 6rganos con
solucion salina fria, se secan sobre papel de filtro, se colocan en un tubo con tapa de rosca y se pesan, se congelan
rapidamente, colocandolos en hielo seco de inmediato.

Las muestras de plasma e higado se almacenaron a aproximadamente -80 °C hasta el analisis. Las muestras de

soporte se desecharan tres semanas después de la finalizacién de la vida a menos que se solicite. Las soluciones de
dosificacién no usadas se desecharan en el transcurso de las tres semanas posteriores a la finalizacion del estudio.
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Método analitico del analisis LC-MS-MS para 105

Instrumento UPLC/MS-MS-010 (API-4000)

Matriz Plasma y homogeneizado hepatico de rata SD
Analito(S) Compuesto 105

!‘-‘atron(es) Dexametasona

interno(s)

Condiciones de
MS

ESI: 16n positivo

Deteccion MRM

LB-105: [M+H] + m/z 283,3— 265,2

Dexametasona: [M+H]+ m/z 393,3 ® 3731

Condiciones de
HPLC

Fase movil A: H20-FA al 0,1 %-NH4OAc 5 mM

Fase mévil B: ACN

Tiempo (min) Fase movil B (%)
0,20 2,00

1,00 95,0

1,60 95,0

1,61 2,00

2,20 parada

Columna: ACQUITY UPLC HSS T3 (2,1 x 50 m, 1,8 um)

Caudal: 0,60 ml/min

Temperatura de la columna: 60 °C

Tiempo de retencion:

LB-105: 0,97 min

Dexametasona: 1,25 min

Para las muestras de plasma: Se afiadié una alicuota de muestra de 30 pl con 100 ul
de IS (dexametasona, 100 ng/ml en ACN). Se agitd la mezcla con formacién de
vortice durante 10 min a 750 rpm y se centrifugé a 6000 rpm durante 10 min. Se
inyecté una alicuota de sobrenadante de 3 pl para el andlisis de LC-MS/MS.

Para las muestras diluidas: Se diluyé una alicuota de muestra de plasma de 3 ul con
27 ul de plasma en blanco. El siguiente procedimiento de procesamiento fue el mismo
que las muestras de plasma sin diluir.

Para la preparacion de todas las muestras, se deja descongelar la calibracion, el
control de calidad, los blancos y las muestras de prueba a 4 °C (nominal). Y cada
etapa se mantiene en un bafio de hielo 0 a 4 °C.

Curva de
calibracion

10,00-3000 ng/ml para LB-105 en plasma y homogeneizado hepatico de rata SD.

32




ES 2795950 T3

Método analitico del analisis LC-MS-MS para el Endothal

Instrumento UPLC/MS-MS-015 (API-5500, Q-trap)

Matriz Plasma y homogeneizado hepatico de
rata SD

Analito(S) Endothal

!’atrén(es) Diclofenaco

interno(s)

Condiciones
de MS

ESI: 16n negativo

Condiciones

Detecciéon MRM

Endothal: [M-H]- m/z 184,9 — 141,0

Diclofenaco: [M-H]- m/z 294,2 —

2499

Fase movil A: H.O-FA al 0,1 %-

NH4sOAc 5 mM

Fase movil B: ACN

Tiempo (min) Fase movil B (%)
0,40 2,00

1,00 85,0

1,50 85,0

1,51 2,00

2,00 parada

Columna: ACQUITY UPLC HSS T3
(2,1 x50 mm, 1,8 um)

Caudal: 0,60 ml/min

Temperatura de la columna: 60 °C

de HPLC
Tiempo de retencion:
Endothal: 0,87 min
Diclofenaco: 1,28 min
Para las muestras de plasma:
Se afiadié una alicuota de muestra de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml
en ACN). Se agit6 la mezcla con formacién de vortice durante 10 min a 750 rpm y se
centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se inyectd una alicuota de sobrenadante de
3 ul para el analisis de LC-MS/MS.
Para las muestras de homogeneizado
de higado:
Se homogeneizaron las muestras de higado con 3 volumenes (v/p) de solucién de
homogeneizacion de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadio una alicuota de muestra
de homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml en ACN).
Se agitdé con formacion de vortice a 750 rpm durante 10 min y se centrifugd a
6000 rpm durante 10 min. Se inyecté una alicuota de sobrenadante de 3 pl para el
analisis de LC-MS/MS.
Para la preparacién de todas las muestras, se deja descongelar la calibracion, el
control de calidad, los blancos y las muestras de prueba a 4 °C (nominal). Y cada
etapa se mantiene en un bafo de hielo 0 a 4 °C.

Curva de . -

calibracién 20,00-3000 ng/ml para Endothal en plasma y homogeneizado hepatico de rata SD.
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Analisis farmacocinético

Software: Los parametros PK fueron determinados por el modelo no compartimental de la herramienta de analisis no
compartimental, Software Pharsight Phoenix WinNonlin® 6.2.

5
Regla "BQL": Los datos de concentracion por debajo del 80 % del LLOQ (LLOQ = 10,00 ng/ml en plasma y
homogeneizado hepatico de rata para 105, y 20,00 ng/ml para Endothal) se reemplazaron con el "BQL" y se excluyeron
de los graficos y de la estimacion de los parametros PK. Los datos de concentracién dentro del 80 %-120 % del LLOQ
se consideraron dentro de la variacién instrumental normal y se presentaron en los resultados.
10

Célculo de t1p terminal: Los puntos de tiempo se seleccionaron automaticamente mediante el modelo de "mejor ajuste”
para la estimacion de la semivida terminal como la primera opcion. La seleccién manual se aplicé cuando el "mejor
ajuste” no pudo definir bien la fase terminal.

15  Observaciones clinicas

Los datos de concentracion-tiempo y los parametros farmacocinéticos de 105 y Endothal en plasma e higado de rata
tras la administracion IV se enumeraron en las Tablas 7.1 a 7.8, y se ilustraron en las Figuras 2A a 2C.

20 Tabla 7.1: Datos de concentracion media e individual en plasma-tiempo de 105 tras una dosis IV de 1 mg/kg
en ratas SD macho

Tiempo (h) Individual Media (ng/ ml)
0,25 1930 1530 1730
1 263 228 246
2 45,2 21,5 33,4
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL

25 El LLOQ (Limite inferior de cuantificacion, Lower Limit of Quantification) de 105 en muestra de plasma es de

10,0 ng/ml.
El ULOQ (Limite superior de cuantificacion, Upper Limit of Quantification) de 105 en muestra de plasma es de
3000 ng/ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
30
Tabla 7.2: Datos de concentracion media e individual en higado-tiempo de 105 tras una dosis IV de 1 mg/kg
en ratas SD macho
Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 1070 988 1029
1 576 446 511
2 99,2 131 115
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
La muestra de higado se homogeneizé con 3 volumenes (v/p) de solucion de homogeneizacion (PBS a
pH 7,4).
Concentracion en higado = Conc. en el homogeneizado hepatico x 4, suponiendo que 1 g de tejido de
higado humedo equivale a 1 ml.
El LLOQ de 105 en la muestra de homogeneizado hepatico es de 10,0 ng/ml.
El ULOQ de 105 en muestra de homogeneizado hepatico es de 3000 ng/ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacién
35

Tabla 7.3: Proporcion de concentracion en higado con respecto a la concentracion en plasma de 105 tras una
dosis IV de 1 mg/kg en ratas SD macho
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Tiempo (h) Individual Media
0,25 0,554 0,646 0,600
1 2,19 1,96 2,07
2 2,19 6,09 414
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA

NA: No aplicable

Tabla 7.4: Datos de concentracion media e individual en plasma-tiempo de Endothal tras una dosis IV de 105
a 1 mg/kg en ratas SD

5
Tiempo (h) Individual Media (ng/ ml)
0,25 263 188 226
1 69,7 45,2 57,5
2 23,2 BQL 23,2
6 BQL BQL BQL
10 BQL 21,9 21,9
24 BQL BQL BQL
El LLOQ del Endothal en muestra de plasma es de 20,0 ng/ml.
El ULOQ del Endothal en muestra de plasma es de 3000 ng/ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
Tabla 7.5: Datos de concentracion media e individual en higado-tiempo de Endothal tras una dosis IV de 105
a 1 mg/kg en ratas SD
10
Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 475 462 469
1 541 386 464
2 151 304 228
6 76,9 163 120
10 70,0 156 113
24 BQL 63,8 63,8
La muestra de higado se homogeneiz6 con 3 volumenes (v/p) de solucion de homogeneizacion
(PBS a pH 7,4).
Concentracion en higado = Conc. en el homogeneizado hepatico x 4, suponiendo que 1 g de tejido
de higado humedo equivale a 1 ml.
El LLOQ del Endothal en la muestra de homogeneizado hepatico es de 20,0 ng/ml.
El ULOQ del Endothal en muestra de homogeneizado hepatico es de 3000 ng/ ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
Tabla 7.6: Proporcion de concentracion en higado con respecto a la concentracion en plasma de Endothal tras
una dosis IV de 105 a 1 mg/kg en ratas SD
15
Tiempo (h) Individual Media
0,25 1,81 2,46 2,13
1 7,76 8,54 8,15
2 6,51 NA 6,51
6 NA NA NA
10 NA 7,12 7,12
24 NA NA NA

NA: No aplicable
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Tabla 7.7. Parametros farmacocinéticos medios de 105 después de una dosis IV de 1 mg/kg en ratas SD macho

Via de dosificacia AUCot) | AUC(0-=) | t12z | Tmax | Cmax CL vss | MRTiF AU,CM?O'
Matriz 1a eDOS.I Icacion higado.
(Dosis) h*ng/ml | h*ng/ml | h h | ng/ml | Vhikg | kg h AUCutimo-
Plasma
Plasma 1511 | 1526 |0,309| NA | NA | 0,655 | 0,215 | 0,328 NA
IV (1 mg/kg)
Higado 1019 NA NA | 025| 1020 | NA | NA | NA 67,4

NA: No aplicable

Tabla 7.8. Parametros farmacocinéticos medios de Endothal después de una dosis IV de 105 a 1 mg/kg en
ratas SD macho

AUC 0y AUC(0-«) ti2 Tmax Cmax

Via de dosificacion AUC itimo-higado/ AU Cuitimo-

Matriz -
(Dosis) h*ng/ml  h*ng/ml  h h ng/ml plasma
Plasma 355 673 101 0250 226 NA
IV (1 ma/kg)
Higado 3152 4896 19,0 0,250 469 888

NA: No aplicable

IV-105 a 1 ma/kg

Después de una dosis IV de 105 a 1 mg/kg en ratas SD macho, la concentracion de 105 en plasma de rata disminuyo
con una semivida terminal (T+,2) de 0,309 horas. El area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el tltimo punto de tiempo
(AUCuitimo) y desde el tiempo 0 hasta el infinito (AUCe) fueron de 1511 y 1526 h*ng/ml, respectivamente. El
aclaramiento total CL y el volumen de distribucion en estado estable Vs fueron de 0,655 I/h/kg y 0,215 I/kg,
respectivamente.

Los valores medios de Cmax €n el higado fueron de 1029 ng/g y el valor de Tnax correspondiente fue de 0,25 h. El valor
medio de AUC(0-aiimo) fue de 1019 ng/g*h. La proporcion de AUC o) del higado frente al plasma fue de 67,4.

Endothal

Tras la administracion intravenosa de 105 a 1 mg/kg a ratas SD macho, la concentracion de Endothal en plasma de
rata disminuy6 con una semivida terminal (T1;2) de 10,1 horas. El area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el ultimo
punto de tiempo (AUCiimo) y desde el tiempo 0 hasta el infinito (AUCnr) fueron de 355 y 673 h*ng/ml, respectivamente.
Los valores medios de Cmax Y Tmax €n plasma fueron de 226 ng/ml y 0,25 h, respectivamente.

Los valores medios de Cnax en el higado fueron de 469 ng/g y el valor de Tmax correspondiente fue de 0,25 h. Los
valores medios de AUC(p.atimo) Y AUC0.v) fueron de 3152 y 4896 ng/g*h, respectivamente. La proporcion de AUC .
del higado frente al plasma fue de 888.

Ejemplo 3. Estudio farmacocinético del Compuesto 113

El fin de este estudio fue determinar los parametros farmacocinéticos de 113, 100 y Endothal tras las administraciones
individuales intravenosa (IV) u oral (VO) de 113 a ratas SD macho. EI 113 se disolvié en NaHCO3 al 4 % en solucion
salina para la administracion 1V. El procedimiento detallado de preparacion de la solucion de dosificacion se presentd
en el Apéndice I.

Fuente de los animales

Especie Género Proveedor N.° de certificado

Ratas SD Macho SLAC Laboratory Animal Co. LTD SCXK (SH) 2007-0005

Se sometieron al estudio 15 animales. Los animales del grupo IV tuvieron libre acceso a comida y agua. Para el grupo
de la dosis de VO, los animales se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la dosificacion, y la comida se
reanudo 4 horas después de la dosis. Se us6 un animal adicional para la generacion de higado, cerebro y plasma en
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blanco (5 ml por animal). El higado, cerebro y plasma en blanco resultantes se aplicaron luego al desarrollo del método
bioanalitico y al bioanalisis de las muestras para todo el estudio.

Diseno del estudio en vida

Tratamiento Dosis Dosis Dosis

Peso ,
N.° de Via de
Grupo corporal . - .
animales | administracion

(9

Nivel* Conc. | Volumen Puntos de tiempo

(mg/kg) | (mg/ml) | (ml/kg)

Muestreo a las 0,25, 1, 2, 6, 10
y 24 horas después de la

1 275-295 12 [\ 1,4 1,4 1 dosis. Finalmente, se extraen

muestras de plasma, cerebro e
higado del mismo animal.

Muestreo a las 0,25, 1, 2, 6, 10
y 24 horas después de la

2 275-295 2 VO 1,4 0,14 10 dosis. Sangrado en serie del

mismo animal solo para el

plasma.

*La dosis se expreso como base libre de 113.

Dosificacién, muestreo, procesamiento de muestras y almacenamiento de muestras

La inyeccion IV se realiz6 a través de la vena dorsal del pie. La VO fue a través de sonda oral.

Extraccion de sangre: El animal se retiene manualmente. Se extraen aproximadamente 200 uyl de sangre/punto de
tiempo en un tubo de heparina de sodio a través de una puncion cardiaca para el sangrado terminal (con anestesia
de diéxido de carbono). La muestra de sangre se pondra en hielo y se centrifugara, obteniéndose una muestra de
plasma (2000 g, 5 min por debajo de 4 °C) en 10 minutos.

Extraccion del higado: El animal sera sacrificado mediante inhalacion de dioxido de carbono. Se abre la cavidad
abdominal con unas tijeras para dejar al descubierto los 6rganos internos. Se sujeta la carcasa en posicion vertical y
se permita que los 6rganos caigan hacia adelante. Se cortan los tejidos conjuntivos y se extraen los érganos. Luego,
se enjuagan los 6rganos con solucion salina fria, se secan sobre papel de filtro, se colocan en un tubo con tapa de
rosca y se pesan, se congelan rapidamente, colocandolos en hielo seco de inmediato.

Extraccion del cerebro: Se realiza una incision en la linea media del cuero cabelludo de los animales y se retrae la
piel. Usando pequefas cortadoras de hueso y gubias, se retira el craneo que recubre el cerebro. Se retira el cerebro
con una espatula y se enjuaga con solucion salina fria, se seca sobre papel filtro, se coloca en un tubo con tapa de
rosca y se pesa, se congela rapidamente, colocandolo en hielo seco de inmediato. El tejido cerebral se homogeneizara
durante 2 min con 3 volumenes (v/p) de solucion de homogeneizacion (PBS a pH 7,4) justo antes del analisis. Las
muestras de plasma, cerebro e higado se almacenaron a aproximadamente -80 °C hasta el analisis. Las muestras de
soporte se desecharan tres semanas después de la finalizacién de la vida a menos que se solicite. Las soluciones de
dosificacién no usadas se desecharan en el transcurso de las tres semanas posteriores a la finalizacion del estudio.
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Método analitico del analisis LC-MS-MS para 113

Instrumento UPLC/MS-MS-010 (API-4000)

Matriz Plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de rata SD
Analito(S) 113

!’atron(es) Dexametasona/Propranolol

interno(s)

Condiciones de
MS

ESI: 16n positivo

Deteccion MRM

LB-113: [M+H] + m/z 399,1— 251,2

Dexametasona: [M+H]+ m/z 393,3 ® 373,1

Propranolol: [M+H]+ m/z 260,2 — 116,1

Fase movil A: H>O-FA al 0,1 %-NH4OAc 5 mM

Fase movil B: ACN

Tiempo (min) Fase movil B (%)

Condiciones de
HPLC

0,20 2,00
0,60 95,0
1,20 95,0
1,21 2,00
1,80 parada
Columna: ACQUITY UPLC HSS T3 (2,1 x

50 mm, 1,8 ym)

Caudal: 0,60 ml/min

Temperatura de la columna: 60 °C

Tiempo de retencion:

LB-113: 0,95 min

Dexametasona: 1,02 min

Propranolol: 0,92 min

Para las muestras de plasma:

Se anadio una alicuota de muestra de 30 pl con 100 pl de IS (dexametasona,
100 ng/ml en Propanolol, 50 ng/ml en ACN). Se agité la mezcla con formacion de
vértice durante 10 min a 750 rpm y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se
inyectd una alicuota de sobrenadante de 1 pl para el analisis de LC-MS/MS.

Para las muestras de plasma diluidas:

Se diluyd una alicuota de muestra de plasma de 3 pl con 27 ul de plasma en blanco.
El siguiente procedimiento de procesamiento fue el mismo que las muestras de
plasma sin diluir.

Para las muestras de homogeneizado
cerebral:

Se homogeneizaron las muestras de cerebro con 3 volumenes (v/p) de solucion de
homogeneizacion de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadié una alicuota de
muestra de homogeneizado tisular de 30 ul con 100 pl de IS (dexametasona,

100 ng/ml y Propanolol, 50 ng/ml en ACN). Se agité con formacién de vortice a
750 rpm durante 10 min y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se inyecté una
alicuota de sobrenadante de 1 pl para el analisis de LC-MS/MS.

Para las muestras de homogeneizado de
higado:

Se homogeneizaron las muestras de higado con 3 volimenes (v/p) de solucién de
homogeneizacién de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadio una alicuota de
muestra de homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (dexametasona,

100 ng/ml y Propanolol, 50 ng/ml en ACN). Se agité con formacion de voértice a
750 rpm durante 10 min y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se inyecté una
alicuota de sobrenadante de 1 pl para el analisis de LC-MS/MS.

Para la preparacion de todas las muestras, se deja descongelar la calibracion, el
control de calidad, los blancos y las muestras de prueba a 4 °C (nominal). Y cada
etapa se mantiene en un bafio de hielo 0 a 4 °C.

Curva de
calibracién

1,00-3000 ng/ml para LB-113 en plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de
rata SD.
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Método analitico del analisis LC-MS-MS para el Endothal

Instrumento | UPLC/MS-MS-015 (API-5500, Q-trap)

Matriz Plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de rata SD
Analito(S) Endothal

Patrén(es) .

interno(s) Diclofenaco

Condiciones
de MS

ESI: 16n negativo

Deteccion MRM

Endothal: [M-H]- m/z 184,9 — 141,0

Diclofenaco: [M-H]- m/z 294,2 — 249,9

Condiciones
de HPLC

Fase movil A: H2O-FA al 0,1 %-NHsOAc 5 mM

Fase movil B: ACN

Tiempo (min) Fase movil B (%)
0,40 2,00

1,00 85,0

1,50 85,0

1,51 2,00

2,00 parada
Columna: ACQUITY UPLC HSS T3 (2,1 x 50 mm,

1,8 um)

Caudal: 0,60 ml/min

Temperatura de la columna: 60 °C

Tiempo de retencion:

Endothal: 0,87 min

Diclofenaco: 1,28 min

Para las muestras de plasma:

Se afadié una alicuota de muestra de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml
en ACN). Se agit6 la mezcla con formacién de vortice durante 10 min a 750 rpm y se
centrifugé a 6000 rpm durante 10 min. Se inyectd una alicuota de sobrenadante de 3 pl
para el analisis de LC-MS/MS.

Para las muestras de homogeneizado cerebral:

Se homogeneizaron las muestras de cerebro con 3 volumenes (v/p) de solucion de
homogeneizacion de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadio una alicuota de muestra
de homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml en ACN).
Se agit6 con formacion de vortice a 750 rpm durante 10 min y se centrifugé a 6000 rpm
durante 10 min. Se inyecto6 una alicuota de sobrenadante de 3 pl para el analisis de
LC-MS/MS.

Para las muestras de homogeneizado de
| higado:

Se homogeneizaron las muestras de higado con 3 volumenes (v/p) de solucién de
homogeneizacion de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadio una alicuota de muestra
de homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml en ACN).
Se agit6é con formacién de vortice a 750 rpm durante 10 min y se centrifugé a 6000 rpm
durante 10 min. Se inyecto una alicuota de sobrenadante de 3 pl para el analisis de
LC-MS/MS.

Para la preparacion de todas las muestras, se deja descongelar la calibracion, el
control de calidad, los blancos y las muestras de prueba a 4 °C (nominal). Y cada etapa
se mantiene en un bafio de hielo o a 4 °C.

Curva de
calibracion

20,00-3000 ng/ml para Endothal en plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de

rata SD.
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Método analitico del analisis LC-MS-MS para el Compuesto 100

Instrumento | UPLC/MS-MS-010 (API-4000)

Matriz Plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de rata SD
Analito(S) 100

!’atron(es) Diclofenaco/Propranolol

interno(s)

Condiciones . -

de MS ESI: [6n positivo

Deteccion MRM

LB-100: [M+H] + m/z 269,3— 101,1
Diclofenaco: [M+H] + m/z 296,0 ® 250,3
Propranolol: [M+H]+ m/z 260,2 — 116,1

Fase movil A: H2O-FA al 0,1 %-NH4OAc 5 mM
Fase movil B: ACN

Tiempo (min) Fase movil B (%)
0,20 15,0

1,60 98,0

3,10 98,0

3,11 15,0

5,00 parada

Columna: Agilent Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym)

Caudal: 0,80 ml/min

Temperatura de la columna: 40 °C

Tiempo de retencion:

LB-100: 1,75 min

Diclofenaco: 3,56 min

Propranolol: 2,77 min

Condiciones |Paralas muestras de plasma:

de HPLC Se afiadié una alicuota de muestra de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml en
Propanolol, 50 ng/ml en ACN). Se agité la mezcla con formacion de vértice durante 10 min
a 750 rpm y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se inyect6 una alicuota de
sobrenadante de 5 pl para el analisis de LC-MS/MS.

Para las muestras de homogeneizado cerebral:

Se homogeneizaron las muestras de cerebro con 3 volumenes (v/p) de solucién de
homogeneizacién de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afadié una alicuota de muestra de
homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml y Propanolol,

50 ng/ml en ACN). Se agit6é con formacion de vortice a 750 rpm durante 10 min y se
centrifugé a 6000 rpm durante 10 min. Se inyectd una alicuota de sobrenadante de 5 pl
para el andlisis de LC-MS/MS.

Para las muestras de homogeneizado de higado:

Se homogeneizaron las muestras de higado con 3 volumenes (v/p) de soluciéon de
homogeneizacion de PBS (pH 7,4) durante 2 min. Se afiadio una alicuota de muestra de
homogeneizado tisular de 30 pl con 100 pl de IS (Diclofenaco, 100 ng/ml y Propanolol,

50 ng/ml en ACN). Se agit6é con formacién de vortice a 750 rpm durante 10 min y se
centrifugd a 6000 rpm durante 10 min. Se inyectd una alicuota de sobrenadante de 5 pl
para el analisis de LC-MS/MS.

Para la preparacion de todas las muestras, se deja descongelar la calibracion, el control de
calidad, los blancos y las muestras de prueba a 4 °C (nominal). Y cada etapa se mantiene
en un bafio de hielo o a 4 °C.

Curva de 3-3000 ng/ml para LB-100 en plasma de rata SD;
calibracién 6-3000 ng/ml para LB-100 en homogeneizado cerebral y hepatico de rata SD.

Analisis farmacocinético

Software: Los parametros PK fueron determinados por el modelo no compartimental de la herramienta de analisis no
compartimental, Software Pharsight Phoenix WinNonlin® 6.2.

Regla "BQL": Datos de concentracion por debajo del 80 % del LLOQ (LLOQ = 1,00 ng/ml en plasma, y homogeneizado
cerebral y hepatico para 113. LLOQ = 20,00 ng/ml en plasma y homogeneizado cerebral y hepatico de rata para
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Endothal. El LLOQ = 3,00 ng/ml para 100 en plasma de rata, 6,00 ng/ml para 100 en homogeneizado cerebral y
hepatico de rata) se reemplazé con "BQL" y se excluy6 de los graficos y de la estimacion de los parametros PK. Los
datos de concentracion dentro del 80 %-120 % del LLOQ se consideraron dentro de la variacion instrumental normal
y se presentaron en los resultados.

Calculo de 1 terminal: Los puntos de tiempo se seleccionaron automaticamente mediante el modelo de "mejor ajuste”
para la estimacion de la semivida terminal como la primera opcién. La seleccién manual se aplicé cuando el "mejor
ajuste” no pudo definir bien la fase terminal.

Resultados

No se observaron sintomas clinicos anémalos tras las administraciones IV y PO.

Los datos de concentracion-tiempo y los parametros farmacocinéticos de 113, 100 y Endothal en plasma, cerebro e
higado de rata tras las administraciones IV o PO se enumeraron en las Tablas 8.1 a 8.19, y se ilustraron en las Figuras

3A-3D.

Tabla 8.1: Datos de concentracion media e individual en plasma-tiempo de 113 tras una dosis IV de 1,4 mg/kg
en ratas SD macho

Tiempo (h) | Individual Media (ng/ ml)
0,25 173 | 193 183
1 10,8 | 9,96 10,4
2 BQL | BQL BQL
6 BQL | BQL BAQL
10 BQL | BQL BAQL
24 BQL | BQL BQL

El LLOQ (Limite inferior de cuantificacion, Lower Limit of Quantification) de 113 en muestra de plasma es de 1,00

ng/ml.
El ULOQ (Limite superior de cuantificacion, Upper Limit of Quantification) de 113 en muestra de plasma es de 3000 ng/

ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 8.2: Datos de concentracion en plasma individual y media frente al tiempo de 113 después de una dosis
VO de 1,4 mg/kg en ratas SD macho

Tiempo (h) Individual Media (ng/ ml)
0,25 18,3 17,0 17,7
1 4,61 8,56 6,59
2 BQL 2,15 2,15
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL

El LLOQ (Limite inferior de cuantificacion, Lower Limit of Quantification) de 113 en muestra de plasma es de 1,00
ng/ml.

El ULOQ (Limite superior de cuantificacion, Upper Limit of Quantification) de 113 en muestra de plasma es de 3000 ng/
ml.

BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 8.3: Datos de concentracion media e individual en higado-tiempo de 113 tras una dosis IV de 1,4 mg/kg
en ratas SD macho
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Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 55,5 36,9 46,2
1 14,6 11,8 13,2
2 BQL BQL BQL
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL

La muestra de higado se homogeneizé6 con 3 volumenes (v/p) de solucion de
homogeneizacion (PBS a pH 7,4).

Concentracion en higado = Conc. en el homogeneizado hepatico x 4, suponiendo que 1 g de
tejido de higado himedo equivale a 1 ml.

El LLOQ de 113 en la muestra de homogeneizado hepatico es de 1,00 ng/ml.

El ULOQ de 113 en muestra de plasma es de 3000 ng/ ml.

BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 8.4: Proporcion de concentracion en higado con respecto a la concentracion en plasma de 113 tras una
dosis IV de 1,4 mg/kg en ratas SD macho

5
Tiempo (h) Individual Media
0,25 0,321 0,191 0,256
1 1,35 1,18 1,27
2 NA NA NA
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA
NA: No aplicable
Tabla 8.5: Datos de concentracion cerebral individual y media frente al tiempo de 113 tras una dosis IV de
1,4 mg/kg en ratas macho SD
10
Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 86,2 94,5 90,4
1 5,80 6,42 6,11
2 BQL BQL BQL
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
Se homogeneizd la muestra de cerebro con 3 volimenes (v/p) de soluciéon de homogeneizacion (PBS
apH 7,4).
Concentracion en cerebro = conc. Del homogeneizado cerebral x 4, suponiendo que 1 g de tejido de
cerebro humedo equivale a 1 ml.
ElI LLOQ de 113 en la muestra de homogeneizado cerebral es de 1,00 ng/ml.
El ULOQ de 113 en muestra de homogeneizado cerebral es de 3000 ng/ ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
Tabla 8.6: Proporcion de la concentracion en cerebro con respecto a la concentraciéon en plasma de 113 tras
una dosis IV de 1,4 mg/kg en ratas SD macho
15
Tiempo (h) Individual Media
0,25 0,498 0,490 0,494
1 0,537 0,645 0,591
2 NA NA NA
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA

NA: No aplicable
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Tabla 8.7: Datos de concentracion en plasma individual y media frente al tiempo de Endothal tras una dosis IV
de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD

Tiempo (h) Individual Media (ng/ ml)
0,25 24,9 61,2 43,1
1 41,6 36,1 38,9
2 43,3 17,4 30,4
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL

EI LLOQ del Endothal en muestras de plasma es de 20,0 ng/ml.
EI ULOQ del Endothal en muestra de plasma es de 3000 ng/ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

5
Tabla 8.8: Datos de concentracion en higado individual y media frente al tiempo de Endothal tras una dosis IV
de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
T"’zhm)po Individual Media (ng/g)
0,25 727 988 858
1 902 1230 1066
2 998 795 897
6 526 477 502
10 288 157 223
24 66,9 68,8 67,9
La muestra de higado se homogeneizé con 3 volumenes (v/p) de solucion de homogeneizacion (PBS a
pH 7,4).
Concentracion en higado = Conc. en el homogeneizado hepatico x 4, suponiendo que 1 g de tejido de
higado humedo equivale a 1 ml.
El LLOQ del Endothal en la muestra de homogeneizado hepatico es de 20,0 ng/ml.
El ULOQ del Endothal en muestra de homogeneizado hepatico es de 3000 ng/ ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
10
Tabla 8.9: Proporcion de concentracion en higado con respecto a la concentracion en plasma de Endothal tras
una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
Tiempo (h) Individual Media
0,25 29,2 16,1 22,7
1 21,7 34,1 27,9
2 23,0 45,7 34,4
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA
NA: No aplicable
15

Tabla 8.10: Datos de concentracion en cerebro individual y media frente al tiempo de Endothal tras una dosis
IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
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Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 BQL BQL BQL
1 BQL BQL BQL
2 BQL BQL BQL
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
Se homogeneiz6 la muestra de cerebro con 3 volumenes (v/p) de solucién de homogeneizacion (PBS a pH

7,4).

Concentracion en cerebro = conc. Del homogeneizado cerebral x 4, suponiendo que 1 g de tejido de
cerebro humedo equivale a 1 ml.

El LLOQ del Endothal en la muestra de homogeneizado cerebral es de 20,0 ng/ml.

El ULOQ de Endothal en muestra de homogeneizado cerebral es de 3000 ng/ ml.

BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 8.11: Proporcion de concentracidon en cerebro con respecto a la concentracion en plasma de Endothal
tras una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD

5
Tiempo (h) Individual Media
0,25 NA NA NA
1 NA NA NA
2 NA NA NA
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA
NA: No aplicable
Tabla 8.12: Datos de concentracion en plasma individual y media frente al tiempo de 100 tras una dosis IV de
113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
10
Tiempo (h) Individual Media (ng/ ml)
0,25 510 598 554
1 273 170 222
2 135 45,3 90,2
6 3,25 BQL 3,25
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
El LLOQ (Limite inferior de cuantificacion, Lower Limit of Quantification) de 100 en muestra de plasma
es de 3,00 ng/ml.
El ULOQ (Limite superior de cuantificacion, Upper Limit of Quantification) de 100 en muestra de
plasma es de 3000 ng/ ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
Tabla 8.13. Datos de concentracion en higado individual y media frente al tiempo de 100 tras una dosis IV de
113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
15
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Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 2090 1700 1895
1 1360 690 1025
2 425 306 366
6 23,8 21,8 22,8
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
La muestra de higado se homogeneizé con 3 volimenes (v/p) de solucion de homogeneizacion (PBS
apH74).

Concentracion en higado = Conc. en el homogeneizado hepatico x 4, suponiendo que 1 g de tejido
de higado humedo equivale a 1 ml.

El LLOQ de 100 en la muestra de homogeneizado hepatico es de 6,00 ng/ml.

El ULOQ de 100 en muestra de plasma es de 3000 ng/ ml.

BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 8.14. Proporcion de concentracion en higado con respecto a la concentracion en plasma de 100 tras una
dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD

5
Tiempo (h) Individual Media
0,25 4,10 2,84 3,47
1 4,98 4,06 4,52
2 3,15 6,75 4,95
6 7,32 NA 7,32
10 NA NA NA
24 NA NA NA
NA: No aplicable
Tabla 8.15. Datos de concentracion en cerebro individual y media frente al tiempo de 100 tras una dosis IV de
113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
10
Tiempo (h) Individual Media (ng/g)
0,25 BQL BQL BQL
1 BQL BQL BQL
2 BQL BQL BQL
6 BQL BQL BQL
10 BQL BQL BQL
24 BQL BQL BQL
Se homogeneizé la muestra de cerebro con 3 volumenes (v/p) de solucién de
homogeneizacion (PBS a pH 7,4).
Concentracion en cerebro = conc. Del homogeneizado cerebral x 4, suponiendo que 1 g
de tejido de cerebro humedo equivale a 1 ml.
EILLOQ de 100 en la muestra de homogeneizado cerebral es de 6,00 ng/ml.
EI ULOQ de 100 en muestra de homogeneizado cerebral es de 3000 ng/ ml.
BLQ: Por debajo del limite de cuantificacion
Tabla 8.16: Proporciéon de concentracion en cerebro con respecto a la concentraciéon en plasma de 100 tras
una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD
15
Tiempo (h) Individual Media
0,25 NA NA NA
1 NA NA NA
2 NA NA NA
6 NA NA NA
10 NA NA NA
24 NA NA NA

NA: No aplicable
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Tabla 8.17: Parametros farmacocinéticos medios de 113 después de una dosis IV de 1,4 mg/kg en ratas SD
macho

Via de AUC o) AUC(- t12 | Tmax | Cmax CL | vss |[MRTne| F AUCultimo' /
Matriz dosificacion =) higado(cerebro)
(Dosis) h*ng/ml | h*ng/ml | h h | ng/ml | I/h/kg | I/kg h % | AUCuitimo-plasma
Plasma | VO (1,4 mg/kg) 15,7 NA NA | 0,25 | 17,7 NA NA NA 10,1 NA
Plasma 155 NA NA | NA NA NA NA NA NA NA
Higado IV (1,4 mg/kg) 28,1 NA NA | 0,25 | 46,2 NA NA NA NA 18,1
Cerebro 47,5 NA NA | 0,25 | 90,4 NA NA NA NA 30,6

Tabla 8.18: Parametros farmacocinéticos medios de Endothal después de una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en
ratas SD macho

Mattiz Via de dos_ificacic')n AUC 0. AUC0-) t12 Tmax Cmax AUCaultimo-higado/
(Dosis) h*ng/mi h*ng/ml h h ng/ml AUCatimo-plasma
Plasma 70,7 NA NA 0,25 43,1 NA
Higado IV (1,4 mg/kg) 8086 8678 6,04 1 1066 11438
Cerebro NA NA NA NA NA NA

Tabla 8.19: Parametros farmacocinéticos medios de 100 después de una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas
SD macho

AUC 01 AUC (0-») t12z Tmax Crmax AU Cultimo-higado/
Matriz Via de dosificacion (Dosis)
h*ng/ml h*ng/ml h h ng/mi AUCuttimo-plasma
Plasma 703 707 0,825 | 0,25 554 NA
Higado IV (1 mg/kg) 2804 2834 0,934 | 0,25 1895 399
Cerebro NA NA NA NA NA NA

IV-113 a 1,4 mg/kg

Tras una dosis IV de 113 a 1,4 mg/kg en ratas SD macho, el area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el ultimo punto
de tiempo (AUCqiimo) fue de 155 h*ng/ml.

Los valores medios de Cmsx en el higado fueron de 46,2 ng/g y el valor de Tmax correspondiente fue de 0,25 h. El valor
medio de AUC(0-aiimo) fue de 28,1 ng/g*h. La proporcién de AUC o) del higado frente al plasma fue de 18,1.

Los valores medios de Cmax €n el cerebro fueron de 90,4 ng/g y el valor de Tmax correspondiente fue de 0,25 h. El valor
medio de AUC(0-aiimo) fue de 47,5 ng/g*h. La proporciéon de AUC o) del higado frente al plasma fue de 30,6.

VO-113 a 1,4 ma/kg

Tras una dosis VO de 113 a 1,4 mg/kg, el valor de Cnax en €l plasma de rata fue de 17,7 ng/g y el valor medio de Tmax
correspondiente fue de 0,250 h. El area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el Gltimo punto de tiempo AUCtime fue
de 15,7 h*ng/ml. Tras la dosis IV de 1,4 mg/kg y la dosis PO de 1,4 mg/kg, La biodisponibilidad de este compuesto en
rata SD se estimé en un 10,1 %.

Endothal

Tras la administracion intravenosa de 113 a 1,4 mg/kg a ratas SD macho, el area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta
el ultimo punto de tiempo (AUCuiimo) fue de 70,7 h*ng/ml. Los valores medios de Cnax Y Tmax €n plasma fueron de 43,1
ng/ml y 0,25 h, respectivamente.

Los valores medios de Cnax en el higado fueron de 1066 ng/g y el valor de Tnax correspondiente fue de 1,00 h. Los
valores medios de AUC q.qitimo) Y AUC(0--) fueron de 8086 y 8678 ng/g*h, respectivamente. La proporcién de AUCo.y
del higado frente al plasma fue de 11438.
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Compuesto 100

Los valores medios de Cmax Y Tmax €n plasma fueron de 554 ng/ml y 0,25 h, respectivamente. Los valores medios de
AUC o.aitimo) Y AUC 0.y fueron de 703 ng/ml*h y 707 ng/ml*h, respectivamente.

Los valores medios de Cnax en el higado fueron de 1895 ng/g y el valor de Tnax correspondiente fue de 0,25 h. Los
valores medios de AUCo.aiimo) Y AUC o) fueron de 2804 ng/g*h y 2834 ng/g*h, respectivamente. La proporcion de
AUC 0.y del higado frente al plasma fue de 399.

Ejemplo 4. Estudio farmacocinético del Compuesto 151

Se realiz6 un estudio farmacocinético de 151 en ratas SD. El estudio consistié en dos niveles de dosis a 1,0 (IV)y 10
(oral) mg/kg. Las muestras de sangre se extrajeron en tiempos predeterminados de ratas y se centrifugaron para
separar el plasma. Se desarrollé un método de LC/MS/MS para determinar el articulo de prueba en muestras de
plasma. Se calcularon los parametros farmacocinéticos de 151 tras la administracion IV y oral a ratas SD. Se evalud
la biodisponibilidad absoluta.

Disefio del estudio

Se asigno un total de 5 ratas SD macho a este estudio como se muestra en la tabla que se presenta a continuacion:

Grupos Numero de ratas (macho) Via de administracion Nivel de dosis (mg/kg) Volumen de dosis (ml/kg)
1 3 oral 10 10
2 2 \Y 1,0 5,0

Preparacion de las dosis y administracion de las dosis

151 (PM: 282,34, pureza del 99,2 %, n.° de lote 20110512) se preparo disolviendo el articulo en PBS (pH 7,4) el dia
de la dosificacion. La concentracion final del articulo de prueba fue de 0,2 mg/ml para la administracion IV y de
1,0 mg/ml para la administracion oral. Las soluciones del articulo de prueba se administraron usando el peso corporal
mas reciente para cada animal.

Recogida de muestras

Se extrajo sangre (aproximadamente 0,3 ml) a través del plexo orbital en tubos que contenian heparina sédica a las
0,25,0,5,1, 2, 3,5,7,9y 24 horas de la administracion oral; a los 5 min, 15 min, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 y 24 horas después
de la administracion 1V. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 4 °C con la centrifuga ajustada a 11.000 rpm
para separar el plasma. Las muestras de plasma obtenidas se almacenaron congeladas a una temperatura de
aproximadamente -70 °C hasta el analisis.

Preparacion de las muestras de plasma

Se descongelaron las muestras de plasma congeladas a temperatura ambiente y se agitaron bien con formacion de
vortice. Con una pipeta, se transfirié una alicuota (30 pl) de plasma a un tubo de polipropileno conico de 1,5 ml. A cada
muestra, se afiadieron 160 pl de acetonitrilo. Después, se mezclaron las muestras vigorosamente con formacion de
vortice durante 1 min. Tras la centrifugacion a 11.000 rpm durante 5 min, se inyectd una alicuota de 15 ul del
sobrenadante en el sistema de LC-MS/MS para su analisis.

Preparacion de muestras de calibracion

Se prepararon patrones de calibracion afiadiendo 30 ul de las soluciones patron de 151 a 30 ul de plasma de rata en
blanco heparinizado. Las concentraciones nominales de patrén de la curva patrén fueron 1,00, 3,00, 10,0, 30,0, 100,
300, 1000 y 3000 ng/ml.

Sistema de LC/MS/MS

El analisis se realiz6 usando un sistema de LC-MS/MS que consistia en los siguientes componentes: sistema de HPLC:
Instrumento Agilent serie 1200 que consiste en desgasificador de vacio G1312B, bomba binaria G1322A, horno de
columna G1316B y muestreador automatico G1367D (Agilent, EE.UU.); Sistema de MS/MS: espectrometro de masas
Agilent 6460 de triple cuadrupolo, dotado de una interfaz APCI (Agilent, EE.UU.); Sistema de datos: Software
MassHunter (Agilent, EE. UU.).

Condiciones cromatograficas
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La separacion cromatografica se llevé a cabo a temperatura ambiente - Columna analitica: Columna Cg (4,6 mm x
150 mm de D.I., 5 um, Agilent, EE.UU.); Fase movil: Acetonitrilo: acetato amoénico 10 mM (75:25, v/v); Caudal:
0,80 ml/min; Volumen de inyeccién: 15 pl.

Condiciones de espectrometria de masas

El espectrometro de masas se hizo funcionar en modo positivo. La ionizacion se realizé aplicando los siguientes
parametros: temperatura del gas, 325 °C; Temperatura de vaporizador, 350 °C; flujo de gas, 4 I/min; nebulizador,
1385,85 Kpa (20 psi); tension de capilaridad, 4500 V; corriente de corona, 4 pA. 151 se detecté usando MRM de las
transiciones m/z 283 — m/z 123 and nvz 283 — nv/z 251, simultdneamente. Se usaron las energias de colision
optimizadas de 25 eV y 10 eV para m/z 123 y m/z 251, respectivamente.

Cuantificacion

La cuantificacion se realizd6 mediante el método del patrén externo. Las concentraciones del articulo de prueba se
calcularon usando una regresion lineal de minimos cuadrados ponderada (W = 1/x?).

Interpretaciéon farmacocinética

Los parametros farmacocinéticos se evaluaron usando WinNonlin version 5.3 (Pharsight Corp., Mountain View, CA,
EE.UU.), suponiendo un modelo no compartimental para la absorcioén y distribucion de los farmacos.

- AUCy. es el area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo desde el punto de tiempo cero hasta el
ultimo tiempo de muestreo, calculada mediante la regla trapezoidal lineal.

- AUC.- es el area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo desde el tiempo cero extrapolando hasta
el infinito.

- Tiz es la semivida de eliminacion asociada con la fase de eliminacion terminal (log-lineal), que se estima
mediante regresion lineal del tiempo frente al log de las concentraciones.

- CL es el aclaramiento total del organismo.

- Vs es el volumen de distribucién en estado estacionario.

Curva de calibracion para muestras de plasma

La curva de calibracién para L151 en plasma de rata fue lineal durante todo el estudio en el intervalo de 1,00-
3000 ng/ml. La ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion fue y = 885,6448 x + 791,9622, r? = 0,9927,
donde y representa el area maximo de 151 y x representa las concentraciones en plasma de 151.

Concentraciones en plasma de 151 en ratas SD

Tras la administracion IV (1,0 mg/kg) y oral (10 mg/kg) de 151 a ratas SD, se determinaron las concentraciones en
plasma de los articulos de prueba mediante el método de LC/MS/MS descrito anteriormente. Las concentraciones en
plasma en cada tiempo de muestreo se enumeran en las Tablas 9.1 y 9.2.

Interpretacién de la farmacocinética

Los principales parametros farmacocinéticos de 151 en plasma se resumen en las Tablas 9.3 y 9.4. Tras la
administracion oral de 10 mg/kg a ratas SD (n = 3), 151 se absorbio rapidamente y la concentracion maxima en plasma
se produjo a las 0,5 h después de la dosis. La eliminacion de 151 fue rapida con una semivida de 1,26 h. Tras la
administracion 1V de 1,0 mg/kg (n = 2), la semivida de eliminacion de 151 fue de 0,89 h. El aclaramiento medio de 151
del plasma de rata y el volumen de distribucién en estado estacionario fueron 859 mi/h/kg y 736 ml/kg. Segun la
exposicion (AUC,..), la biodisponibilidad absoluta (F) de 151 fue del 54,6 % tras la administracion oral a 10 mg/kg a
ratas SD.

Tabla 9.1: Datos analiticos de la concentracion de 151 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion VO a 10 mg/kg.

N.°de  Tiempo (h)

0,50 1,0 2,0 3,0 5,0 7,0 9,0 24
rata 0,25
1 2231 2451 2204 1100 521 125 426 52,1 BLQ
2 2029 3934 2581 1237 660 99,4 20,7 38,2 BLQ
3 2731 3343 2538 1582 794 192 68,0 66,1 BLQ
Media 2330 3243 2441 1306 658 139 43,8 52,1
DT 361 747 206 248 136 48 23,6 13,9

BLQ: Debajo del limite inferior de cuantificacion 1,00 ng/ml.
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Tabla 9.2: Datos analiticos de la concentracion de 151 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion VI a 1,0 mg/kg.

N.°de Tiempo (h)

rata 0,083 0,250 0,50 1,0 2,0 3,0 5,0 7,0 9,0 24
4 1677 1160 760 381 95,8 39,6 9,75 12,2 BLQ BLQ
5 1301 949 607 314 103 28,1 3,63 1,83 2,01 BLQ
Media 1489 1055 683 348 99,6 33,8 6,69 7,02 1,00
5
Tabla 9.3 Los principales parametros farmacocinéticos de 151 en ratas SD después de la administracion VO a
10 mg/kg.
Nr';t‘;e Tméx (ng/ml)  Cmax (ng/ml) AUCos (ng.h/ml) AUCow (ng.h/ml) Tiz(h) MRT(h)  F (%)
1 0,50 2451 5399 5499 1,33 1,86
2 0,50 3934 6423 6484 1,10 1,62
3 0,50 3343 7199 7328 1,35 1,95
Media 0,50 3243 6340 6437 1,26 1,81 54,6
DT 0,00 747 903 916 0,14 0,17
CV (%) 0,0 23,0 14,2 14,2 11,0 9,4
10
Tabla 9.4: Los principales parametros farmacocinéticos de 151 en ratas SD después de la administracion IV a
1,0 mg/kg.
N.°de rata AUCo.+ (ng.h/ ml) AUCo-w (ng.h/ ml) T2 (h) MRT (h) Vss (ml/kg) CL (ml/h/kg)
4 1293 1309 0,91 0,91 696 764
5 1045 1047 0,87 0,81 775 955
Media 1169 1178 0,89 0,86 736 859
15

También se midieron las concentraciones de LB100 de las muestras de plasma de LB151 y se calcularon los
parametros farmacocinéticos. LB151 se convirtio em LB100 (véanse las Tablas 9.5-9.8).

20 Tabla 9.5: Concentraciones en plasma de 100 después de la administracion VO de 151 a 10 mg/kg a rata SD

(ng/ml)
- )

Grupo Nr'at‘;e (Th')e[;‘gg 050 10 20 30 50 70 90 24

VO-10 mglkg 1 966 1426 882 734 236 811 379 316  BLQ
2 522 1489 1141 645 396 794 203 225  BLQ
3 1056 1439 1447 963 624 185 560 396  BLQ
Media 848 1451 1156 781 419 115 381 313
DT 286 33 283 164 195 61 179 86

BLQ: Debajo del limite inferior de cuantificacion 10,0 ng/ml

25 Tabla 9.6: Concentraciones en plasma de 100 después de la administracion IV de 151 a 1,0 mg/kg a rata SD
(ng/ml)
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N.°de  Tiempo
rata (h) 0,083

IV-1 mg/kg 4 646 345 308 257 125 32,2 10,2 BLQ BLQ BLQ
5 430 239 231 182 114 333 BLQ BLQ BLQ BLQ
Media 538 292 270 219 120 32,7 5,10

BLQ: Debaijo del limite inferior de cuantificacion 10,0 ng/ml.

Grupo 025 05 1,0 2,0 3,0 5,0 7,0 9,0 24

Tabla 9.7: Parametros farmacocinéticos de 100 después de la administracion VO de 151 a 10 mg/kg a rata SD

Grupo N.° de Tmax (h)  Cmax (ng/ml)  AUCo+ (ng.h/ ml)  AUCo-. (ng.h/ml) Ti2(h) MRT (h)
rata
VO-10 mg/kg 1 0,50 1426 2795 2862 1,45 2,06
2 0,50 1489 3006 3046 1,25 1,96
3 1,00 1447 4309 4391 1,43 2,29
Media 0,67 1454 3370 3433 1,38 2,10
DT 0,29 32 820 835 0,11 0,17
CV (%) 43,3 2,2 24,3 24,3 8,1 8,1

Tabla 9.8: Parametros farmacocinéticos de 100 después de la administracion VI de 151 a 1,0 mg/kg a rata SD

Grupo N.°de Tmax (h)  Cmax (ng/ml)  AUCo+ (ng.h/ ml)  AUCo-~ (ng.h/ ml)  T42(h)  MRT (h)
rata
IV-1 mg/kg 4 0,083 646 681 694 0,88 1,16
5 0,083 430 481 526 0,93 1,27
Media 0,083 538 581 610 0,91 1,21

Ejemplo 5. Estudio farmacocinético del Compuesto 100

Los estudios farmacocinéticos sobre 100 y su metabolito Endothal se realizaron en ratas SD. Se administré 100 por
vialVa0,5, 1,0y 1,5mg/kg en ratas SD. Se extrajeron muestras de sangre, y de tejido hepatico y cerebral en tiempos
predeterminados de las ratas. Los métodos de LC/MS/MS se desarrollaron para determinar 100 y Endothal en
muestras de plasma, higado y cerebro. En el informe, se presentaron las concentraciones de 100 y Endothal en las
muestras de plasma, higado y cerebro.

Recogida de muestras

Doce (12) ratas SD hembra por grupo fueron dosificadas por VI con 100. Las ratas estuvieron en ayunas durante la
noche antes de la dosificacion, con libre acceso al agua. La comida fue retenida durante 2 horas después de la dosis.
Se recogieron muestras de sangre, higado y tejido cerebral de dos animales de cada grupo en cada punto de tiempo,
mas/menos un 10 % del tiempo programado para cada punto de tiempo. Se usaron dos animales mas para el
desarrollo del método analitico. Se extrajo sangre (> 0,3 ml) a través de la aorta abdominal en animales anestésicos
en tubos que contenian heparina a los 15 min, y 1, 2, 6, 10 y 24 horas después de la administracion IV. Se recogieron
tejidos de higado y cerebro inmediatamente después de la muerte del animal. Se extirparon tejidos hepaticos y
cerebrales, y se enjuagaron con solucion salina fria para evitar la sangre residual. Tras la extraccion, se dispuso cada
muestra en hielo, y posteriormente se centrifugaron las muestras de sangre (4 °C, 11000 rpm, 5 min) para separar el
plasma. Se almacenaron las muestras de plasma, higado y tejido cerebral a -70 °C hasta el analisis de LC-MS/MS.

Interpretaciéon farmacocinética

Los parametros farmacocinéticos se evaluaron usando WinNonlin version 5.3 (Pharsight Corp., Mountain View, CA,
EE.UU.), suponiendo un modelo no compartimental para la absorciéon y distribucion de los farmacos. EI AUCo.t
(AUCuiimo) €s el area bajo la curva de concentracion en plasma-tiempo desde el punto de tiempo cero hasta el ultimo
tiempo de muestreo, calculada mediante la regla trapezoidal lineal. El AUCo.. (AUCnF) es el area bajo la curva de
concentraciéon en plasma-tiempo con la Ultima concentracién extrapolada basada en la constante de la tasa de
eliminacion.

Concentraciones en plasma, tejido hepatico y tejido cerebral de los articulos de prueba en ratas SD
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Tras la administracion unica IV de 100 a ratas SD, Las concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral tanto de
100 como de Endothal se determinaron mediante el método de LC/MS/MS descrito anteriormente. Las
concentraciones en plasma, higado y tejido cerebral en cada tiempo de muestreo se enumeran en las Tablas 10.1-
10.6 y en la Figura 4A-4D. Los parametros farmacocinéticos calculados se enumeran en la Tabla 10.7-10.8. 100 podria
pasar a través de la barrera hematoencefalica (BHE) después de la administracién IV a 0,5, 1,0 y 1,5 mg/kg a ratas
SD. El valor medio de Cnax en plasma fue de 1110~3664 ng/ml. Los valores medios de Cmaxen higado y cerebro fueron
de 586~2548 ng/kg y 17,4-43,5 ng/kg, respectivamente. El valor de AUCiimo €n plasma fue de 695,8-7399,6 ng.h/ml,
con 758,6-9081,0 ng.h/g en higado y 10,8-125,5 ng.h/g en cerebro, respectivamente. Los valores de T1,2 en plasma,
higado y cerebro fueron de 0,31-2,20 h, 0,78-2,01 hy 1,67-1,93 h, respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 10.4-10.6 y en la Figura 4D-4E, se detect6 Endothal en muestras de plasma e higado
después de una sola administracion IV de 100 a 0,5, 1,0 y 1,5 mg/kg, y las concentraciones en plasma e higado
aumentaron con un nivel de dosis de 100, mientras que el Endothal no fue detectable en muestras de cerebro. Los
valores medios de Cmax €n plasma e higado fueron de 577-1230 ng/ml y 349-2964 ng/ml, respectivamente. Los valores
de AUCqitimo €n plasma e higado fueron de 546-4476 ng.h/ml y 2598-18434 ng.h/g, respectivamente. Los valores de
T12 en plasma e higado fueron de 6,25-7,06 h y 4,57-10,1 h, respectivamente.

Tras la administracion IV Unica, el valor medio de Cnax de 100 en plasma fue de 1110~3664 ng/ml y el valor de T4z en
plasma fue de 0,31-2,20 h. El valor de AUCuimo €n pasma fue de 695,8-7399,6 ngeh/ml, y el AUC aumento
proporcionalmente con el nivel de dosis de 100. Tras la administracién IV Unica, 100 fue detectable en muestras de
tejido hepatico y cerebral. La concentracion de 100 en las muestras de higado fue mucho mayor que en las muestras
de cerebro en el mismo punto de tiempo del muestreo, pero 100 en los tejidos hepaticos y cerebrales estaban ambos
por debajo del limite de cuantificacion 24 horas después de la administracion IV. Tras la administracion unica IV de
100, el Endothal fue detectable y permanecié mucho tiempo en plasma y tejido hepatico. Los valores medios de Crmax
en plasma e higado fueron de 577-1230 ng/ml y 349-2964 ng/ml, respectivamente. Los valores de AUCyiimo €n plasma
e higado fueron de 546-4476 ng.h/ ml y 2598-18434 ng.h/g, respectivamente. Los valores de T2 en plasma e higado
fueron de 6,25-7,06 h 'y 4,57-10,1 h, respectivamente. Sin embargo, el Endothal no fue detectable en tejido cerebral.

Tabla 10.1: Datos analiticos de la concentracion de 100 en plasma (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV.

0,5 mg/kg Concentracién en plasma (ng/ml)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 1000 1219 1110 154,68
1 192 103 148 62,78

2 25,8 19,4 22,6 4,58

6 BLQ BLQ BLQ N/A

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,0 mg/kg Concentracién en plasma (ng/ml)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 2118 2648 2383 374,46
1 354 595 474 170,92
2 1030 239 634,4 559,22

6 3,27 BLQ BLQ N/A

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,5 mg/kg Concentracién en plasma (ng/ml)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 3779 3548 3664 162,94
1 1758 2273 2015 364,20
2 1314 1104 1209 148,70
6 263 519 391 180,40

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

Tabla 10.2. Datos analiticos de la concentracion de 100 en higado (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.
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0,5 mg/kg Concentracion en higado (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 520 651 586 92,76
1 695 223 459 333,91
2 109 148 128 27,06

6 BLQ 4,80 BLQ N/A

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,0 mg/kg Concentracion en higado (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 1299 1442 1371 101,47
1 865 682 773 129,61
2 1318 398 858 650,73

6 13,9 5,73 9,83 5,81

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,5 mg/kg Concentracién en higado (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 1980 1709 1844 191,66
1 2144 2953 2548 571,97
2 2404 1585 1995 579,17

6 407 536 471 91,77

10 BLQ 5,25 BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

Tabla 10.3: Datos analiticos de la concentracion de 100 en cerebro (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.

5
0,5 mg/kg Concentracion en cerebro (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT

0,25 15,3 19,5 17,42 3,02

1 6,31 4,77 5,54 1,09

2 BLQ BLQ BLQ N/A

6 BLQ BLQ BLQ N/A

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,0 mg/kg Concentracién en cerebro (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 21,9 45,8 33,90 16,90

1 16,3 8,05 12,20 5,84
2 24,3 6,60 15,40 12,49

6 BLQ BLQ BLQ N/A

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,5 mg/kg Concentracion en cerebro (ng/g)

Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT

0,25 46,9 40,1 43,49 4,82

1 28,2 36,9 32,56 6,18

2 27,2 241 25,66 2,16

6 4,23 6,77 5,50 1,79

10 BLQ BLQ BLQ N/A

24 BLQ BLQ BLQ N/A

Tabla 10.4: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en plasma (ng/g) en ratas SD después de la
administracion IV.
10
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0,5 mg/kg Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 355 798 576 313,25
1 104 59,5 81,75 31,47
2 446 28,1 36,35 11,67
6 20,3 BLQ 20,3 N/A
10 48,1 25,3 36,70 16,12
24 BLQ BLQ BLQ N/A
1,0 mg/kg Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 1310 1150 1230 113,14
1 164 456 310 206,48
2 699 213 456 343,65
6 33,6 38,2 35,90 3,25
10 32,9 31,8 32,35 0,78
24 29,4 22,0 25,70 5,23
1,5 mg/kg Concentracion de Endothal en plasma (ng/ml)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 1610 745 1177 611,65
1 760 458 609 213,55
2 539 600 569,50 43,13
6 373 444 408,50 50,20
10 22,3 33,1 27,70 7,64
24 21,5 34,1 27,80 8,91

Tabla 10.5: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en higado (ng/ml) en ratas SD después de la

administracion IV de 100.

0,5 mg/kg Concentracion de Endothal en higado (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 316 382 349 46,67
1 256 131 193,50 88,39
2 168 273 220,50 74,25
6 85,8 112 98,90 18,53
10 129 118 123,50 7,78
24 32,0 364 34,20 3,11
1,0 mg/kg Concentracion de Endothal en higado (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 768 1320 1044 390,32
1 1380 618 999 538,82
0 1530 542 1036 698,62
6 298 241 269,50 40,31
10 151 94,2 122,60 40,16
24 66,6 115 90,80 34,22
1,5 mg/kg Concentracion de Endothal en higado (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 2298 2160 2229 97,58
1 2874 2976 2925 72,12
2 2952 2226 2589 513,36
6 1686 1326 1506 254,56
10 137 329 233 135,76
24 75,0 52,1 63,55 16,19
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Tabla 10.6: Datos analiticos de la concentracion de Endothal en cerebro (ng/ml) en ratas SD después de la
administracion IV de 100.

0,5 mg/kg Concentraciéon de Endothal en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 BLQ BLQ BLQ N/A
1 BLQ BLQ BLQ N/A
2 BLQ BLQ BLQ N/A
6 BLQ BLQ BLQ N/A
10 BLQ BLQ BLQ N/A
24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,0 mg/kg Concentracion de Endothal en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 BLQ BLQ BLQ N/A
1 BLQ BLQ BLQ N/A
2 BLQ BLQ BLQ N/A
6 BLQ BLQ BLQ N/A
10 BLQ BLQ BLQ N/A
24 BLQ BLQ BLQ N/A

1,5 mg/kg Concentracion de Endothal en cerebro (ng/g)
Tiempo (h) Rata 1 Rata 2 Media DT
0,25 BLQ BLQ BLQ N/A
1 BLQ BLQ BLQ N/A
2 BLQ BLQ BLQ N/A
6 BLQ BLQ BLQ N/A

BLQ BLQ BLQ

24 BLQ BLQ BLQ N/A

Tabla 10.7 Parametros farmacocinéticos principales de 100 en ratas SD después de la administracion IV.

Analito DI.‘:'le'ls 0‘:(1)e Tejido '{;l/)z Tmax (h) Cm:)r(‘glglml :gur?/urln“i"; ?12 ng.g?nl;fodze N(IE)T
(mg/kg) ng.h/g ng.h/g
Cerebro / 0,25 174 10,8 / /
0,5 Higado 0,78 0,25 586 758.,6 902,2 1,17
Plasma 0,31 0,25 1110 695,8 706,0 0,45
Cerebro 1,67 0,25 33,9 35,3 72,5 2,68
100 1,0 Higado 0,79 0,25 1371 3526,5 3537,7 1,51
Plasma 0,99 0,25 2383 1923,5 2830,2 1,57
Cerebro 1,93 0,25 43,5 125,5 140,8 257
1,5 Higado 2,01 1,0 2548 9081,0 10449,1 2,90
Plasma 2,20 0,25 3664 7399,6 8641,4 2,82

10 Tabla 10.8: Parametros farmacocinéticos principales de Endothal en ratas SD tras una sola administracion IV
de 100.
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Analito 33??"?5,&5' Tejido {r‘l’)z Tmax (h) ngcj:ITr:i(o :glﬁ?h"{“éﬂi nQ.Lr’,/criTuFodﬁe MRT (h)
ng/g ng.h/g ng.h/g
Cerebro / / / / / /
0,5 Higado 10,1 0,25 349 2598 3095 7,90
Plasma 6,65 0,25 577 546 828 2,96
Cerebro / / / / / /
Endothal 1,0 Higado 6,10 0,25 1425 6673 7370 6,14
Plasma 7,06 0,25 1230 2487 2750 4,38
Cerebro / / / / / /
1,5 Higado 4,57 0,25 2964 18434 18850 4,54
Plasma 6,25 0,25 1178 4476 4730 4,57

Se midieron las concentraciones de Endothal de las 100 muestras de plasma y se calcularon los parametros
farmacocinéticos. LB100 se convirtié en Endothal.

Ejemplo 6. Administracion del compuesto

Los Compuestos 100, 105, 113, 153 y 157 son inhibidores de PP2A. La presente invencion desvela analogos de 100,
105, 113, 153 y 157, que son inhibidores de PP2A in vitro en células cancerosas humanas y en xenoinjertos de células
tumorales humanas en ratones cuando se administran por via parenteral en ratones. Estos compuestos inhiben el
crecimiento de células cancerosas en sistemas modelo de ratén. Los analogos de 100, 105, 113, 153 y 157 se
administran por via intraperitoneal a ratones y se mide la actividad PP2A en el higado y el cerebro. Los analogos de
100, 105, 113, 153 y 157 reducen la actividad PP2A en el higado y el cerebro.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
glioma pontino intrinseco difuso. La cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado por
glioma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del sujeto y tratar al
sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
glioma pontino intrinseco difuso. La cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del
sujeto y tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado por
glioma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del sujeto y tratar
al sujeto.

Ejemplo 7. Administracion del compuesto en combinacion con un agente anticancerigeno

Una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencién en combinacién con un agente
anticancerigeno se administra a un sujeto afectado de cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para
potenciar la actividad anticancerigena del agente anticancerigeno.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencién en combinaciéon con
radiacion ionizante, radiacion x, docetaxel o temozolomida a un sujeto afectado de cancer cerebral. La cantidad del
compuesto es eficaz para potenciar la actividad anticancerigena de la radiacion ionizante, radiacion x, docetaxel o
temozolomida.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencién en combinacién con un

agente anticancerigeno a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco difuso o glioblastoma multiforme. La cantidad
del compuesto es eficaz para potenciar la actividad anticancerigena del agente anticancerigeno.
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Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencién en combinaciéon con
radiacion ionizante, radiacion x, docetaxel o temozolomida a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco difuso o
glioblastoma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz para potenciar la actividad anticancerigena de la
radiacion ionizante, radiacion x, docetaxel o temozolomida.

Ejemplo 8. Profarmacos de Endothal

Como se demuestra en los datos contenidos en el presente documento, los Compuestos 105, 113, 153 y 157 se
metabolizan a Endothal in vivo. Los analogos de 105, 113, 153 y 157 contenidos en el presente documento también
se metabolizan a Endothal in vivo y actian como profarmacos de Endothal. Los analogos del dimero Endothal
contenidos en el presente documento también se metabolizan a Endothal in vivo y actian como profarmacos de
Endothal.

Ademas, aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que los profarmacos de la presente solicitud
permiten el suministro dirigido de Endothal a células especificas, es decir, células cancerosas, en un sujeto. La
administracion directa de Endothal es indeseable debido a la toxicidad. Los profarmacos proporcionan una absorciéon
mejorada que conduce a una mayor biodisponibilidad del compuesto activo.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
cancer. La cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a las células cancerosas en el sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a las células de cancer cerebral en el
sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
glioma pontino intrinseco difuso o glioblastoma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz para suministrar
Endothal a células de glioma pontino intrinseco difuso o células de glioblastoma multiforme en el sujeto.

Se administra una cantidad de uno cualquiera de los compuestos de la presente invencion a un sujeto afectado de
cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a través de la barrera
hematoencefalica del sujeto.

Ejemplo 9. Profarmaco doble de Endothal/agente quimioterapéutico

Como se demuestra en los datos contenidos en el presente documento, los Compuestos 105, 113, 153 y 157 se
metabolizan a Endothal in vivo. Los analogos de 105, 113, 153 y 157 contenidos en el presente documento también
se metabolizan a Endothal in vivo y actian como profarmacos dobles de Endothal/agentes quimioterapéuticos. Los
profarmacos dobles contenidos en el presente documento también se metabolizan en Endothal in vivo y actian como
profarmacos de Endothal. Sin embargo, el metabolismo del Endothal libera simultaneamente un agente
quimioterapéutico.

Ademas, aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que los profarmacos dobles de la presente solicitud
permiten el suministro dirigido de Endothal y un agente quimioterapéutico a células especificas, es decir, células
cancerosas, en un sujeto. La administracion directa de Endothal y/o un agente quimioterapéutico no es deseable
debido a la toxicidad.

Ademas, aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que los profarmacos dobles de la presente solicitud
permiten el suministro dirigido de Endothal y un agente quimioterapéutico a células especificas, es decir, células
cancerosas, en un sujeto. Asimismo, los profarmacos dobles tienen la ventaja de tener dos compuestos bioactivos
combinados en un farmaco (estructura novedosa). Esas estructuras solas tienen sus propias ventajas, por ejemplo,
una absorcidon mejorada que conduce a una mayor biodisponibilidad de cualquiera de los componentes. Asimismo, la
administracion directa de Endothal y/o un agente quimioterapéutico podria ser indeseable debido a su toxicidad
intrinseca.

Ejemplo 10. Sintesis de éster de LB-100 POM y carbonato de LB-100

Ester de LB-100 POM
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5 OH + jYO\/CI Cs,CO3, DMF
= O
H O
)

N

|
A una solucién de LB-100 (106 mg, 0,4 mmol) en DMF (5 ml), se afadié Cs,CO3 (386 mg, 1,2 mmol) a temperatura
ambiente. Tras agitar durante 5 min, se afiade pivalato de clorometilo (178 mmg, 1,2 mmol). La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante la noche. Se afiade agua (10 ml), se extrae la mezcla con acetato de etilo (5 x
10 ml). Se seca la fase organica sobre MgSOsu, se filtra y se elimina el disolvente. Se titula el residuo con hexano y se
filtra, dando un solido blanco (103 mg, 68 % de rendimiento). RMN de 'H (CDCl3) 1,20 (s, 9H), 1,52 (d, 2H), 1,84 (d,

2H), 2,28-2,52 (m, 7H), 2,88 (d, 1H), 3,16 (d, 1H), 3,36-3,52 (m, 3H), 3,72 (m, 1H), 4,80 (s, 1H), 5,00 (s, 1H), 5,68 (d,
1H), 5,72 (d, 1H).

Carbonato de LB-100

cl Cs,CO3, DMF

™

A una solucion de LB-100 (150 mg, 0,56 mmol) en DMF (5 ml), se afiadié Cs,CO3 (546 mg, 1,7 mmol) a temperatura
ambiente. Tras agitar durante 5 min, se afiade etilcarbonato de clorometilo (232 mmg, 1,7 mmol). La mezcla resultante
se agita a temperatura ambiente durante la noche. Se afiade agua (10 ml), se extrae la mezcla con acetato de etilo (5
x 10 ml). Se seca la fase organica sobre MgSQy, se filtra y se elimina el disolvente. Se titula el residuo con hexano y
se filtra, dando un solido blanco (124 mg, 60 % de rendimiento). RMN de 'H (CDCls3) 1,23 (t, 3H), 1,52 (d, 2H), 1,84 (d,
2H), 2,28-2,52 (m, 7H), 2,84 (d, 1H), 3,18 (d, 1H), 3,36-3,52 (m, 3H), 3,72 (m, 1H), 4,20 (c, 2H), 4,80 (s, 1H), 5,00 (s,
1H), 5,62 (d, 1H), 5,80 (d, 1H).

Ejemplo 12. Administracion de carbonato de LB-100 o LB-100 POM

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de cancer cerebral. La
cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco
difuso. La cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de glioblastoma multiforme.
La cantidad del compuesto es eficaz para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de cancer cerebral. La
cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del sujeto y tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco
difuso. La cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del sujeto y tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de glioblastoma multiforme.
La cantidad del compuesto es eficaz para atravesar la barrera hematoencefalica del sujeto y tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM en combinacién con un agente anticancerigeno a
un sujeto afectado de cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para potenciar la actividad anticancerigena
del agente anticancerigeno.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM en combinacién con radiacion ionizante, radiacion

X, docetaxel o temozolomida a un sujeto afectado de cancer cerebral. La cantidad del compuesto es eficaz para
potenciar la actividad anticancerigena de la radiacion ionizante, radiacion x, docetaxel o temozolomida.
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Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM en combinacién con un agente anticancerigeno a
un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco difuso o glioblastoma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz
para potenciar la actividad anticancerigena del agente anticancerigeno.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM en combinacion con radiacién ionizante, radiacion
x, docetaxel o temozolomida a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco difuso o glioblastoma multiforme. La
cantidad del compuesto es eficaz para potenciar la actividad anticancerigena de la radiacion ionizante, radiacion x,
docetaxel o temozolomida.

Ejemplo 13. Profarmacos de carbonato de LB-100 y LB-100 POM

Como se demuestra en los datos contenidos en el presente documento, el carbonato de LB-100 y el LB-100 POM se
metabolizan a Endothal in vivo y actian como profarmacos de Endothal. Ademas, aunque sin desear quedar ligado a
teoria alguna, se cree que los profarmacos de la presente solicitud permiten el suministro dirigido de Endothal a células
especificas, es decir, células cancerosas, en un sujeto. La administracion directa de Endothal es indeseable debido a
la toxicidad. Los profarmacos proporcionan una absorcion mejorada que conduce a una mayor biodisponibilidad del
compuesto activo.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de cancer. La cantidad del
compuesto es eficaz para suministrar Endothal a las células cancerosas en el sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de cancer cerebral. La
cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a las células de cancer cerebral en el sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de glioma pontino intrinseco
difuso o glioblastoma multiforme. La cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a células de glioma
pontino intrinseco difuso o células de glioblastoma multiforme en el sujeto.

Se administra una cantidad de carbonato de LB-100 o LB-100 POM a un sujeto afectado de cancer cerebral. La
cantidad del compuesto es eficaz para suministrar Endothal a través de la barrera hematoencefalica del sujeto.

Ejemplo 14. Ensayos en higado y sangre entera

Se evaluaron la estabilidad (sangre entera, S9 hepatica, SGF, SIF y tampon PBS) y la permeabilidad de la monocapa
a MDCK-MDR1 de LB100, carbonato de LB-100 y LB-100 POM.

Desarrollo de métodos analiticos

La sefial de analito se optimizé para cada compuesto mediante el modo de ionizacién positiva o negativa de ESI. Se
uso6 un barrido MS2 o un barrido SIM (Selected lon Monitoring, monitoreo selectivo de iones) para optimizar la tension
del fragmentador y se us6 un analisis de iones de producto para identificar el mejor fragmento para el analisis, y se
optimizo la energia de colision usando un barrido de iones de producto o MRM. Se asigné una clasificacion de la
ionizacion que indicaba la facilidad de ionizacién del compuesto.

3.3 Analisis de muestras (ensayos de estabilidad quimica, estabilidad de sangre entera y estabilidad de S9)
Analisis de muestras (ensayos de estabilidad quimica, estabilidad de sangre entera y estabilidad de S9)

Se analizaron las muestras mediante LC-MS/MS usando un espectrometro de masas SCIEX QTrap 5500 acoplado
con un HPLC Agilent 1290 serie Infinity, un automuestreador enfriado CTC PAL, todo controlado mediante el software
Analyst. Tras la separacion en una columna de HPLC de fase inversa C18 (Acquity UPLC HSS T3, 1,8, 2,1 x 50 mm)
usando un sistema de gradiente de acetonitrilo-agua, se analizaron los maximos mediante espectrometria de masas
(MS) usando ionizacién ESI en modo MRM.

Analisis de muestras (ensayo de permeabilidad de MDCK-MDR1)

Las muestras se analizaron mediante LC/MS/MS usando un espectrémetro de masas Xevo |l acoplado con un HPLC
Acquity y un automuestreador enfriado CTC PAL, todo controlado por MassLynx (Waters). Tras la separacion en una
columna de HPLC de fase inversa C18 (Waters Acquity UPLC HSS T3, 1,8 um, 1 x 50 mM) usando un sistema de
gradiente de acetonitrilo-agua, se analizaron los maximos mediante espectrometria de masas (MS) usando ionizacién
ESI en modo MRM.

Gradiente de HPLC (ensayos de estabilidad quimica, estabilidad de sangre entera y estabilidad de S9)
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Tiempo (min) Caudal (ml/min) % de A Fase movil % de B Fase movil
0,05 0,6 100 0
1,0 0,6 5 95
1,40 0,6 5 95
1,41 0,6 100 0
1,8 0,6 100 0

Solucién A: H20 con acido férmico al 0,1 %; Solucién B: Acetonitrilo con acido formico al 0,1 %

Gradiente de PLC (permeabilidad de MDCK-MDR1)

Tiempo (min) Caudal (ml/min) % de A Fase movil % de B Fase movil
0,00 0,600 99,9 0,1
0,01 0,600 99,9 0,1
1,0 0,600 5 95
1,4 0,600 99,9 0,1
1,8 0,600 99,9 0,1

Solucién A: H20 con acido férmico al 0,1 %; Solucién B: Acetonitrilo con acido formico al 0,1 %

Estabilidad quimica: Condiciones experimentales

Articulo de Conc. de | Condiciones de L. Compuestos de Método
Incubacién R o
prueba prueba la prueba referencia analitico
. LB151
Estergghl;le 00 Tampén PBS
5 M (pH 7.4) 0,1,2y4h (37°C) | omeprazol warfarina | LC-MS/MS
SGF (pH 1,2)
Carbonato de SIF (pH 6,5)
LB-100 PR o,

Procedimiento experimental: Se incubd el compuesto por duplicado bien con tampén PBS (pH 7,4), SGF (pH 1,2) o
SIF (pH 6,5) a 37 °C. En los puntos de tiempo indicados, se retir6 una alicuota de cada reaccién experimental y se
mezcld con ftres volimenes de solucion de parada enfriada con hielo (metanol que contenia
propranolol/diclofenaco/bucetina como patrones analiticos internos). Se incubaron las reacciones detenidas durante
diez minutos a -20 °C. Las muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron mediante LC/MS/MS para
cuantificar el precursor restante, asi como la formacién de metabolitos. Se convirtieron los datos en el % restante
dividiendo entre el valor de la concentracion en el punto de tiempo cero. Se ajustaron los datos a un modelo de
descomposicién de primer orden para determinar la semivida.

Estabilidad de S9 hepatica: Condiciones experimentales

Procedimiento experimental: Se incuba el agente de prueba por duplicado con S9 hepatica a 37 °C. La reaccion
contiene proteina S9 hepatica en fosfato de potasio 100 mM, NADPH 2 mM, MgCl, 3 mM, pH 7,4. Se ejecuta un control
para cada agente de prueba, omitiendo NADPH para detectar la degradacion libre de NADPH. En los puntos de tiempo
indicados, se retira una parte alicuota de cada reaccion experimental y de control, y se mezcla con un volumen igual
de soluciéon de parada enfriada con hielo (metanol, que contenia propranolol como patrén interno). Se incuban las
reacciones detenidas durante 10 minutos a -20 °C. Se centrifugan las muestras para eliminar la proteina precipitada,
y los sobrenadantes se analizan mediante LC/MS/MS para cuantificar el precursor restante y la formacion de
metabolitos. Los datos se presentan como el % restante dividiendo entre el valor de concentracion del punto de tiempo
cero.

59



10

15

20

25

30

35

ES 2795950 T3

Articulo de Conc. de Conc. de Compuesto de Método
prueba prueba | Especie de S9 | proteina Incubacién referencia analitico
. LB-151
Ester de LB-
100 POM .
1 uM Ratar,1 mono y 1,0 mg/ml 0, 1?;7203(/:4 h ver?qumll LC-MS/MS
Carbonato de ser humano ( ) warfarina
LB-100

Estabilidad de sangre entera: Condiciones experimentales

Procedimiento experimental: Se diluyd la solucién madre primero en acetonitrilo a una concentracion 100 veces la
concentracion final deseada. Se incub6 por duplicado con sangre entera a 37 °C. En los puntos de tiempo indicados,
se retird una alicuota de cada reaccion experimental y de control, y se mezcld con tres volimenes de solucion de
parada enfriada con hielo (metanol que contenia propranolol como patrén interno). Se incubaron las reacciones
detenidas al menos diez minutos a -20 °C. Se centrifugaron las muestras para eliminar la proteina precipitada, y los
sobrenadantes se analizaron mediante LC-MS/MS para cuantificar el precursor restante y la formacion de metabolitos.

Se convirtieron los datos en el % restante dividiendo entre el valor de la concentracion en el punto de tiempo cero. Se
ajustaron los datos a un modelo de descomposicion de primer orden para determinar la semivida.

Conc. de
Articulo de prueba prueba Especie Incubacién Método analitico
- LB-151 rata, perro, mono y ser
Ester de LB-100 POM 5uM P humano y 0,1,2y4h (37 °C) LC-MS/MS
Carbonato de LB-100

Permeabilidad de MDCK-MDR1: Condiciones experimentales

Procedimiento experimental: Se sometieron a tripsinizacion células MDCK-CDR1 cultivadas en matraces de cultivo
titular, se suspendieron en medio, y las suspensiones se aplicaron a los pocillos de una placa Millipore de 96 pocillos.
Se permitio el crecimiento y la diferenciacion de las células durante tres semanas, con alimentacion a intervalos de
2 dias. Para la permeabilidad apical a basolateral (A — B), se afiade el agente de prueba al lado apical (A) y se
determina la cantidad de permeacion en el lado basolateral (B); para la permeabilidad basolateral a apical (B — A), se
afnade el agente de prueba al lado B y se determina la cantidad de permeacion en el lado A. El tampon del lado A
contiene tinte amarillo Lucifer a 100 uM, en tampdn de transporte (glucosa a 1,98 g/l en HEPES 10 mM, 1 x solucién
salina equilibrada de Hank) pH 7,4, y el tampén del lado B es tampén de transporte a pH 7,4. Se incubaron células
MDCK-MDR1 con estos tampones durante 2 h, y el tampdn del lado del receptor se retird para el analisis por
LC/MS/MS (usando propranolol como patrén analitico interno). Para verificar que las monocapas de células MDCK-
MDR1 estaban formadas correctamente, se analizaron partes alicuotas de los tampones celulares mediante
fluorescencia para determinar el transporte del tinte impermeable amarillo Lucifer. Se presenta cualquier desviacion
de los valores de control.

Desarrollo del método de espectrometria de masas: MS/MS

Se observaron los metabolitos de LB-151 (LB-100, Endothal y metiléster de Endothal), Carbonato de LB-100 (LB-100
y Endothal) y LB-100 POM (LB-100 y Endothal).

Articulo de prueba PM Polarizacion de m/z del m/z del Clas_ific_aciér] de la
la ESI precursor producto ionizacién

LB-151 282,34 positiva 283,15 251,153 1
Ester de LB-100 POM 382,46 positiva 383,196 251,17 1
Carbonato de LB-100  370,4 positiva 371,153 251,137 1
Metabolitos observados

LB-100 268,31 positiva 269,171 251,138 1

Endothal 186,16 negativa 184,986 140,92 1
Metiléster de Endothal 200,19 negativa 198,94 110,89 1
1 = altamente ionizable, 2 = intermedio, 3 = poco ionizable m/z: porcentaje de la masa con respecto a la carga del

analito
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En el estudio de estabilidad de la S9 hepatica, se observaron los metabolitos LB-100 y Endothal tanto en el carbonato
de LB-100 como en el éster de LB-100 POM en presencia y ausencia de NADPH (especies cruzadas), lo que sugiere
que estos metabolitos fueron formados por enzimas no dependientes de NADPH (por ejemplo, esterasas y amidasas).
No se observaron metabolitos en las muestras de LB-151 (véase la Figura 5). Se estudiaron los metabolitos de
carbonato de LB-100 y éster de LB-100 POM en rata, perro, mono y ser humano (véase la Figura 6).

En el estudio de la semivida en sangre entera, se observé la formacion de Endothal y LB-100 en el carbonato de LB-
100 y el éster de LB-100 POM (especies cruzadas). No se detectaron metabolitos en LB-151 (véase la Figura 7). En
el estudio de los metabolitos en sangre entera, el carbonato de LB-100 y el éster de LB-100 POM se metabolizaron
en Endothal y LB-100 en rata, perro, mono y ser humano (véase la Figura 8).

En el estudio de permeabilidad de MDCK-MDR1, no se observaron metabolitos en todas las muestras (véase la Figura
9).

Andlisis

La inhibicion de PP2A interfiere en multiples aspectos de los mecanismos de reparacion de dafios en el ADN (DDR,
DNA Damage Repair) y con la salida de la mitosis. Estos mecanismos sensibilizan las células cancerosas a los
tratamientos contra el cancer que causan una lesién aguda del ADN. El Compuesto 100 (véase la publicacion de
patente de EE. UU. n.° 7.998.957 B2) tiene actividad anticancerigena cuando se usa solo (Lu et al. 2009a) y se potencia
significativamente in vivo, sin aumento observable de la toxicidad, la actividad antitumoral de los farmacos
anticancerigenos citotdxicos convencionales, incluyendo la temozolomida (Lu et al. 2009b, Martiniova et al. 2010), la
doxorrubicina (Zhang et al. 2010) y el docetaxel. 100 fue aprobado recientemente para la evaluacion clinica de Fase |
solo y en combinacion con docetaxel, y esta en ensayo clinico.

El Compuesto 100 es un inhibidor de la serina-treonina fosfatasa que potencia la actividad de los farmacos
quimioterapéuticos convencionales y la radiacion. El mecanismo de potenciacion es el deterioro de multiples etapas
de un proceso de reparacion del dafio del ADN y la inhibicién de la salida de la mitosis. Se ha demostrado que el
Compuesto 100 potencia la actividad de la temozolomida, la doxorrubicina, el taxotere y la radiacion contra una
variedad de estirpes celulares de cancer humano que crecen como xenoinjertos subcutaneos. El tratamiento con el
Compuesto 100 produce un factor de potenciacién de la dosis de radiacién de 1,45. Se trataron ratones portadores de
xenoinjertos subcutaneos (sc) de células GBM humanas U251 con el Compuesto 100 por via intraperitoneal junto con
radiaciéon, cada uno dado diariamente durante 5 dias x 3 cursos. La combinacion farmaco/radiacion no fue mas toxica
que la radiacion sola, y elimind el 60 % de los xenoinjertos (6 meses mas seguimiento). El 40 % restante de los
xenoinjertos tratados con la combinacion reaparecieron dos meses mas tarde que los xenoinjertos tratados solo con
radiacion. Wei et al. (2013) mostraron que la inhibicion de PP2A por el Compuesto 100 potencio la eficacia de la
radiacion dirigida para inhibir el crecimiento de xenoinjertos de cancer de pancreas humano en un modelo animal. Por
lo tanto, 100 pareceria ser un agente ideal para combinar con la radiacion para tratar canceres localizados tales como
los tumores cerebrales.

El Compuesto 100 es muy eficaz contra los xenoinjertos de gliomas humanos en combinacion con la temozolomida
y/o la radiacion. EI Compuesto 100, que tiene una Clsy de 1-3 uM para un amplio espectro de estirpes celulares de
cancer humano, es un zwitterion altamente hidrosoluble que no atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica (BHE)
segun lo determinado en ratas y primates no humanos. Se realizaron estudios toxocinéticos de GLP del Compuesto
100 administrado por via intravenosa diariamente x 5 dias en ratas y perros. Se espera que las principales toxicidades
esperadas a dosis clinicamente tolerables que se espera que inhiban la enzima diana, PP2A, in vivo (3-5 mg/m?) sean
cambios reversibles microscopicos del tubulo proximal renal y alteraciones microscépicas en las células epicardicas.
Es interesante que la fostriecina, un inhibidor selectivo de productos naturales de PP2A, se evalué administrada por
via intravenosa diariamente durante 5 dias en ensayos de fase | hace varios afios. No se alcanz¢ la toxicidad limitante
de la dosis antes de finalizar los estudios por falta de un suministro fiable de farmaco. En esos estudios, las principales
toxicidades fueron aumentos reversibles no acumulativos de la creatinina en suero y de enzimas hepaticas.

El Compuesto 100 se considera estable con respecto al verapamil en presencia de microsomas de ratén, rata, perro,
mono y ser humano. El Compuesto 100 se absorbe mal o se descompone en el intestino, de modo que queda poco
en el plasma después de la administracion oral. En estudios de GLP en la rata Sprague Dawley macho y hembra, los
parametros PK para el Compuesto 100 administrado por bolo IV lento diariamente x 5 dias también fueron
dependientes de la dosis y comparables el dia 1 y el dia 4. Los valores para las ratas hembra después del farmaco a
0,5, 0,75y 1,25 mg/kg en el dia 4 fueron respectivamente: C, (ng/ ml) 1497, 2347 y 3849;

AUCqiimo (ng.h/ ml) 452, 691 y 2359; AUCuiimo de SC (ng.h/ ml) 17,7, 54,0 y 747; AUCgiimo de DN 904, 921 y 1887;
AUC* (ng.h/ml) 479, 949 y 2853; % de AUC* extrapolado 5,6, 27 y 17; Ty (h) 0,25, 0,59 y 1,8; CI (ml/h/kg) 1045, 790,
438 (MACHO 1071, 1339, 945); V, (ml/kg) 378, 677 y 1138. En estudios de GPL en perros macho y hembra, los
parametros toxicocinéticos para el Compuesto 100 administrado por via intravenosa durante 15 minutos diarios
durante 5 dias fueron dependientes de la dosis y comparables en el dia 1y el dia 4. Los valores para los perros hembra
después del farmaco a 0,15, 0,30 y 0,50 mg/kg en el dia 4 fueron respectivamente: C, (ng/ ml) 566, 857 y 1930;
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AUCqitimo (ng.h/ ml) 335, 1020 y 2120; Cmax (ng/ ml) 370, 731, 1260; Tmax (h) 0,25, 0,35y 0,25;y T4 (h) 0,47, 0,81 y
1,2 (IND n.° 109.777: Compuesto 100 para inyeccién). Se ha demostrado que la inhibicion de la abundante PP2A en
los glébulos blancos circulantes (aislados mediante Ficoll-Hypaque) es dependiente de la dosis en la rata después de
una administracion IV lenta de 100 a 0,375, 0,75 y 1,5mg/kg, lo que resulta en el 9, 15 y 25 % de inhibicion,
respectivamente.

El metiléster de 100, el Compuesto 151, que tiene una biodisponibilidad oral de aproximadamente el 60 % frente al
1 % para el Compuesto 100, se dio por via oral a las ratas. El tratamiento con el Compuesto 151 produjo niveles
sustanciales de Compuesto 100 en el plasma con una semivida aparentemente mucho mayor en comparaciéon con
100 dado por via intravenosa.

Basandose en los datos contenidos en los Ejemplos 8-11, los Compuestos 105, 113, 153 y 157 se convierten en
Endothal en el plasma cuando se administran a ratas. Por consiguiente, los Compuestos 105, 113, 151, 153y 157,y
derivados de los mismos son Utiles como profarmacos de Endothal. Los compuestos de la presente solicitud contienen
diferentes sustituyentes que se escinden in vivo cuando se administran a un sujeto, liberando asi el Endothal. Estos
compuestos contienen grupos X o Y que se escinden mas eficazmente in vivo.

El glioma pontino intrinseco difuso (DIPG) es un tumor cerebral uniformemente mortal en nifios para el que no existe
un tratamiento convencional que no sea radiacion. Los neurooncdélogos pediatricos creen que es apropiado tratar
incluso a pacientes no tratados previamente con un protocolo de investigacion que ofrezca un nuevo enfoque. No ha
habido avances en la supervivencia general en pacientes con GlioBlastoma Multiforme (GBM) desde la mejora
definitiva, pero marginal, mostrada hace afios por la adicion de temozolomida a la radiacion tras la cirugia. El GBM
recurrente se suele tratar con Avastina como terapia de segunda linea, pero después de una recaida tras la Avastina,
el tratamiento experimental es el convencional. Es de interés sobre la inhibicion de PP2A en tumores cerebrales el
reciente informe de que hay niveles elevados de PP2A en el GBM y que los pacientes con los niveles mas altos de
PP2A en sus gliomas tienen el peor prondstico (Hoffstetter et al., 2012).

Como se muestra en los estudios PK y PD presentados en el presente documento, el LB-100 entra en los tejidos y se
convierte en parte en Endothal en los tejidos. Como inhibidor de la proteina diana purificada de LB-100, la proteina
fosfatasa PP2A, el Endothal es potente con una Clso de ~90 nM. In vivo, el Endothal tiene una semivida mas larga que
LB-100 en el orden de 6 horas en comparacién con aproximadamente 1 hora o menos para LB-100. Por lo tanto, LB-
100 es un agente anticancerigeno activo tanto por si mismo como por su conversion in vivo en Endothal, y aumenta
la duracion eficaz de la inhibicion de la diana deseada, PP2A, en el tejido. Una semivida de varias horas de actividad
es clinicamente mas deseable que duraciones mucho mas cortas. La modificacion de los sustituyentes de LB-100
proporciona oportunidades para potenciar aun mas la utilidad clinica de LB-100, por ejemplo, mejorando la absorcion
oral, la captacion en 6rganos especificos portadores del proceso patoldgico, por ejemplo, el cerebro, y modificando
aun mas la tasa de conversion para el suministro eficaz del compuesto precursor y/o Endothal al tejido.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura

5 o una sal del compuesto.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde dicho compuesto es:
O -
)
N

oor A

o o > 0 una sal del mismo.

10
3. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde dicho compuesto es:

0 O

e, Aﬁw N J"’\

o e ¢ o7 OER
o

Me , 0 una sal del mismo.

15 4. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1, 2y 3, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1, 2 y 3, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un agente anticancerigeno, y al menos un vehiculo

20 farmacéuticamente aceptable.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 3 para su uso como profarmaco de

Endothal.

63



Conc.(ng/ml}

ES 2795950 T3

153, 1,25 mg/kg
1000
__ 100
E
] —t—VO
g ——y
© 10 iz Conc. en higado (ng/ml)
i CONC. €n cerebro (ng/ml)
1
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)
Endothal (153, 1,25 mg/kg
10000

1000 fﬂ\

™~
- -

=== Conc. en higado (ng/ml)

100

10
1
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)
Fig. 1lA-B

64



€Conc.{ng/mi)

Cone.[ng/ml)

ES 2795950 T3

157, 1,25 mg/kg

1,000
100
= VO
10 Y ——y
wte=Conc. en higado (ng/ml)
=== Conc. en cerebro (ng/ml)
1
[t % 4 8 12 16 20 24
0
Tiempo (h)
Endothal (157, 1,25mg/kg)
10,000
1,060
100 P - VO
!N —
w=tm= Conc. en higado (ng/ml)
10
b
0 4 8 12 16 20 2
Tiempo (h)
Fig. 1C-D

65



10 A

o

10000

1000

100

10

Concentracion (ng/ml o ng/g)

Concentracion (ng/ml o ng/g)
3

ES 2795950 T3

—&— 105_Plasma_lv

—a— 105 Higado_IV

g

0 4 8 12 16 20

Tiempo (h)

—&— Endothal_Plasma_V- 105
-~ Endothal Higado_IV 105

i i I L 1 ]

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo' (h)

Fig. 2A-B

66



Concentracién (ng/ml)

10000 -
~l~ 105-plasma =~ Endathal-plesma
1000 4 -8~ 105-higado ~f Endethal-higado
100 + = =2
—a
10 1
1 4
0,1
a 12 16 20 24

ES 2795950 T3

Fig.

67

Tiempo (h)

2c



Concentracién (ng/ml o ng/g)

1000 4

Concentracién (ng/ml o ng/g)

100 1

10 4

ES 2795950 T3

—k— Plasma_{v —&—Higado_IV

—f— Plasma_VO —8—Cerebro_IV

T T T T

8 12 16 20
Tiempo (h)

—&— Endothal_Flasma_[V- 113

—&— Endothal_Higado_IV-113

_. 12 16 20
Tiempo (h)

Fig. 3A-B

68

24

24



ES 2795950 T3

c.
10600 -
——  100_Plasma_V 113
::1000- —e—  100_Higado_IV 113
s
£
2
< 100 -
©
v
s
b=
3
c
S 101
1 ' ’ . . . .
0 4 8 12 16 20 2%
Tiempo (h)
D.
10000 -
[ —%  113_Plesma_IV —4— Endothal_Plasma_{V-LB-113 !
| == 100_Plisma_-LB-113 ~8=  113_Higado_IV
| —#—Endothal Higado_IV-LB-13  ~o=  100_Higado_IV-LB-13
1DDDJ =% 113.Cerebro IV —0- 113 Plsmavo |
E
)
£
c
6
g
£ 100
£
(<]
()

10 +

1 T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)

Fig. 3C-D

69



Concentracion (ng/ml)

Concentracion (ng/ml)

ES 2795950 T3

100 en plasma

10000
1000 1 —&8-— 0,5 mg/kg
—a1,0 mg/kg
i k —#—1,5 mg/kg
10 +
1 L 1 1 J
0 2 4 6 8
Tiempo (h)
100 en cerebro
100

10

—&— 0,5mg/kg

ez 1,0 mg/kg
—a— 1,5 mg/kg

1 L 1 I}

0 2 4
Tiempo (h)

o
(o]

Fig. 4A-B

70



sz

Concentracion (ng/ml)

ES 2795950 T3

100 en higado

10000

—=-0,5 mg/kg

1000 | ~—&=-1,0 mg/kg

—z2—1,5 mag/kg
100
10

1 L 1 1, 1 J

[=]
ES]
.
[
o]
=

Tiempo (h)

Endothal en plasma

=E..Zl.ﬂf.)l:)()
~—
(=2} —&-0,5 mg/kg
£ 1000
p 1 —-1,0 mg/kg
° —&—1,5mg/kg
® 100
-] i
‘E ~Ar— .-
Y 10
=
(<]
b 1

0 6 12 18 24

Tiempo (h)
Fig. 4C-D

71




ES 2795950 T3

Endothal en higado

10600
—f— 0,5 mg/kg
Ly 1000 —=—1,0 mg/kg
[=)]
= —a—1,5 mg/kg
S
g % o
e
t
S 10
I¥]
c
o
v 1
0 6 12 18 24
Tiempo (h)
Fig. 4E

72




ES 2795950 T3

CLattimo Tz Tz
dependiente de ljependientd CLittimo libre de libre
Articulo de NADPH de NADPH NADPH de NADPH
prueba Especie | () inin" ing-}) {min) (nl min* gty (1nin) Comentario
Rata 26,8 259 ~0,72 -~ 060
venpamil || SE 143 86 072 - 960 c;’;""' dasif:
Mono 892 1,17 «0,72 - 960
Rata <0,72 = 960 “0,12 - 960
. Sor 3 Control de
warfarina fnie <0,72 960 “0,72 * 960 bajo
Mono ©0,72 - 060 -0,72 . 960 aclaramiento
Rata =0,72 i+ 960 <0,72 - 960
I Ser
LBASL |, oo 08 831 12 562
Mono -0,72 > 960 <0,72 T
Rata 13,7 50,8 10,0 69,3
Ester de Tor N =
LB-100POM | hurano 10,0 89,2 10,7 643
Mono 1133 6,1 108 &4
Rata 12,2 36,8 12,6 35,0
Carbonato de Sar
LB-100 humano 775 89,5 9,66 N7
Mono 39,7 17,5 48,2 B4
Fig. 5

73



0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005
0

Proporcion del area bajo el
maximo

Proporcion del area bajo el
maximo

ES 2795950 T3

Formaciéon de Endothal en éster de

LB-100 POM en $S9 de mono

—=

%
0

50

100 150

200

Tiempo (min)

250

300

Formacién de Endothal en éster de
LB-100 POM en 59 de ser humano

L

100 150

200

Tiempo (min)

Fig.

6A~68

74

250

300

wfpes cONn NADPH
o=l sin NADPH

wegm con NADPH
weiiem sin NADPH



Proporcion del area

ES 2795950 T3

Formacion de Endothal en éster de LB-100 POM

o
b

en S9de

rata

o
Q
w

=

smfun con NADPH

bajo el maximo
o
(=]
N

o
o
=4

Proporcion del area
bajo el maximo
o
[=]
N

=== sin NADPH

50

1 L ]
100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Formacion de Endothal en carbonato de LB-100
en S9 de mono

s con NADPH

wif== sin NADPH

0 50

100 150

T T L

200 250 300

Tiempo (min)

Fig. 6C-6D

75



Proporcion del area
bajo el maximo

Proporcion del area

ES 2795950 T3

Formacion de Endothal en carbonato de LB-100 en
S9 de de ser humano

0,04
0,03
0,02
~mgmm cON NADPH
0,01 a=ffemsin NADPH

0 T T L} T L 1
0 50 00 150 200 250 300

Tiempo (min)

Formacion de Endothal en carbonato de LB-100 en

bajo el maximo

S9dederata
0,04
0,03
0,02
wnipms con NADPH
0,01 - w=ff= sin NADPH
o [ 1] I 1] 1] i 1

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Fig. 6E-6F

76



Proporcion del area bajo

ES 2795950 T3

Formacion de LB-100 en éster de LB-100 POM
en S9 de mono

0,04

0,03
=]
Eo0
= e=pum con NADPH
% 0,01 - == sin NADPH

0 T T 1 ¥ T T Ll
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Formacion de LB-100 en éster de LB-100 POM
en S9 de ser humano

L
T 004
3
% 20,03
<3
s E
.E < wegum CON NADPH
2 == sin NADPH
2
o

0 k3 T T T T L]

o 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Fig. 6G-6H

77



Proporcion del area bajo

Proporcion del drea bajo

el maximo

el maximo

o
<
-

©
b

o
o
w

o
=]
~

=
[=]
=

o

o
[=
~N

ES 2795950 T3

Formacion de LB-100 en éster de
LB-100 POM en S9 de rata

100 150

200

Tiempo (min)

T

250

k)

300

= con NADPH
=== sin NADPH

Formacion de LB-100 en carbonato de
LB-100 en S9 de mono

o
w

o

(=]

7

50

Ll L

100 150

T

200

Tiempo (min)

Fig.

6I-60

78

250

300

anpeu cONn NADPH
wii= sin NADPH



Proporcion del area bajo el

Proporcion del area bajo el

maximo

maximo

ES 2795950 T3

Formacion de LB-100 en carbonato de

0,04
0,03
0,02
0,01

0

LB-100 en S9 de ser humano

g con NADPH

/n-———- S S NADEH

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

Formacion de LB-100 en carbonato de
LB-100 en S9 de rata

= CON NADPH

== sin NADPH

1
1] 50 100 150 200 25 300
Tiempo (min)

Fig. 6K-6L

79



ES 2795950 T3

Articulo de % de pte:.ursor restante
prueba g aty | “hampotzsomimy | Comentari
Propantelina Perro T;; 43,8
Propantelina Ser humano 61 9,2 Control de alto
Propantelina Mono 52 15 CLint
Enalapnl Rata 20,9 0,0
Perro 9,0 0,0
Carbonato de Ser humano 9,0 0,0
LB-100 Mono 90 o0
Rata 9,0 0,0
Perro 20,6 0,0
EsterdeLB-100 | Serhumano 77 0,0
POM Mono 6,1 0,0
Rata 14,2 0,0
Perro 336 76,8
LB-151 Ser humano 958 520 .
Mono 547 76,8
Rata 197 453
T ~Semivida
Fig. 7
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Formacion de Endothal en sangre entera
de perro
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Formacion de Endothal en sangre
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Formacion de LB-100 en sangre
entera de perro
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Formacion de LB-100 en
sangre entera de mono
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Articulo de Conc.de| Duracién | Pep media P;:?m_é‘fl:a Prc??or- % .
prueba rueba | delensayo} deA--B - clon omentario
a Yl (10* cm s | 0 ans') |desalida
G . control de baja
ranitidina 10uM | 2h 0,054 L3 346 | permeabilidad
warfarina Py 2 9 control de alta
10 iM =k 151 .l 0 permeabilidad
. control de
talinolol 10 pM 2h 0,021 29 139 salida de P-gp
LB-151 10 uM Ih 0,18 88 48,7
Ester de LB-100
i oM | n 0,19 85 152
Carbonato de i o 5 <
LB-100 10 uM h 0,12 1,2 95,1

Pap: coeficiente de permeabilidad aparente
Proporcion de salida: Pap (B—A) - Pap{A—B}

Fig. 9
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